SeCHIV 3 ... 


MIKROBIOLOGIE 


BEGRUNDET VON 
Jeb REN oer BOAS, A, RIPPEL 


HERAUSGEGEBEN VON 


C. B. VAN NIEL R. NILSSON E.G. PRINGSHEIM 
PACIFIC GROVE UPPSALA GOTTINGEN vorm. CAMBRIDGE 
W. H. SCHOPFER H. TAMIYA 
BERN TOKIO 


UND DEN SCHRIFTLEITERN 


A. RIPPEL-BALDES R. HARDER 


GOTTINGEN GOTTINGEN 


20. BAND 


BERLIN - GOTTINGEN - HEIDELBERG 
SPRINGER-VERLAG 
1954 


Alle Rechte vorbehalten. 
Ohne ausdriickliche Genehmigung des Verlages 
ist es auch nicht gestattet, einzelne Beitriige oder Teile daraus 
auf photomechanischem Wege (Photokopie, Mikrokopie) zu vervielfiltigen. 
Springer-Verlag, Berlin - Géttingen - Heidelberg. 
Printed in Germany. 


Druck ; Wiesbadener Graphische Betriebe GmbH. 


Inhaltsverzeichnis. 


Heft 1 


JeBELMESSER, E.-R., Uber den endonomen Tagesrhythmus der Sporangien- 
tragerbildung von Pilobolus. Mit 18 Textabbildungen ... . A : bet 
AALSRUD, K., and K.S. Baatsrup, Studies on Thiobacillus denitrificans. 

WHhhemiionres 1a the: tek bp ete ace te. sc. Wel) eee : 3 


einigen anderen Griinalgen. Mit 18 Textabbildungen. . .....- . ie 
OTHER, W., EinfluB von f-Indolylessigsaure und wasserléslichen Wirkstoffen 

des Mais-Scutellums auf Keimung und Wachstum von Phycomyces Bla- 
kesleeanus. Mit 7 Textabbildungen. ........+..+++-+-++-+6-.s 
iLsson, G., and P. E. Nrsson, Some Observations on the Use of Cylinders 

= from Different Materials in the Cylinder Plate Method. With 1 figure 
REM OR COX DM Pe een ie seceaa eth oe etn tab Sense A MSINT IN emaeeaste eh ic teeete te" eile Yalta 


Heft 2 


ox, E., Der durch Pilze und aerobe Bakterien veranlaBte Pectin- und Cellu- 
lose-Abbau im Hochmoor unter besonderer Beriicksichtigung des Spha- 


mboudungen: 2-0 esa e) «fe + eee CR Gaia tari sl Ark et eo 
omscu, K. H., Keimungsphysiologische Untersuchungen mit Sporen von Ery- 
siphe graminis. Mit 4 Textabbildungen. . . . - -- +--+: - 5 aaa 
Bomex, H., Uber das Verhaltnis des oxydierten Stickstoffs zum reduzierten 
Kohlenstoff beim Nitratbildner. Mit 1 Textabbildung. ...--.+-+:- 
THIAGARAJAN, T. R., and M. K. SupraManiam, Studies on the Cytology of 
Yeasts. IX. Cytology of Cells from a two-day old Giant Colony. With 

_ 4 figures in the text .....-.-- See Siel tae) me lotie: Rien ns aes toes 
Wik, T., H. Somm und F. Suuzer, Untersuchungen iiber den Wuchsstoft- 
bedarf einiger Kulturweinhefen. Mit 1 Textabbildung. . ES Pe a 
Carson, S., Der Einflu8 niederer Wechselstréme auf die enzymatische Tatig- 
keit von Spro8pilzen unter aeroben Kulturbedingungen. .....-.-- 
Coreman, R. J. and F.F.Norp, Application of Mixed Substrates to the Study 
of Pyruvic Acid Formation by Fusarium lini Bolley .....--:+-:-: 


Heft 3 


Srarr, T. J., and H. P. Kizrn, Enzymes involved in the utilization of carbo- 
hydrates by two strains of myxobacteria. With 3 figures in the text . . 
Fiorramann, E., Cytologische Untersuchungen an Azotobacter chroococcum 

Beij. Mit 7 Textabbildungen ..- - - een a oe es 
Werrer, C., Uber die Wirkung von Agar und Polyvinylalkohol auf das Wachs- 
tum von Aspergillus niger. Mit 5 Textabbildungen. .- +--+ +++: 


Seite 


34 


109 


IV Inhaltsverzeichnis. 
Seite 
Tamm, B., Experimentelle Untersuchungen tiber die Verbreitung des bakte- 
riellen Pflanzenkrebses und das Auftreten von Sekundaértumoren. Mit 


lTextabbildungi. et ee eee cere . 273 
ScuiEGeL, H.-G., Die Rolle des molekularen Wasserstoffs im Stoffwechsel dec : 
Mikroorganismen. Mit 1 Textabbildung. ... . Ptah Sulsdkae Sats eee 293 
Heft 4 


CastEL.t, T., Les Agents de la Fermentation Vinaire. Avec 2 figures dans le texte 323 
Harper, R., und W. Kocu, Zur Frage nach der Identitat von Pedinomonas 


Korscurkov und Chlorochytridion(VISCHEE Wes opie ae eee 343 
Baupacct, E., C. Spania and A. Grein, The Classification ‘s; the eh 3 
Species (== Streptomyces) ) 5 se. 1. sre en ccs em . 347 


OpPERMANN, A., und A. Kaw, Untersuchungen tiber die Heainlaeenie ses 
Bakteriengehalts und der Nahrstoffe im Boden durch den SHeecncnee 
(Clitocybe gigantea Sow). Mit 1 Textabbildung .. . 358 


Kyosst, D., und W. Scuwartz, Untersuchungen zur Erdolbakteriologie. TL. 
er Vorkommen und Verhalten von samarmair gins in Erdél. Mit 5 Text- 


apbilduncenty i.e ash uch ok Peete cee . . 362 
Droop, M. R., Conditions governing Uaareurome eoaoation aan Tosa in 

the Alga Haematococcus pluvialis Flotow. With 2 figures in the text. . . 391 
Nixsson, P. E., and C. Rypry, Studies on symbiotic nitrogen fixation by a new 

strain of tetraploid red clover (UO36). With 3 figures in the text . . . . 398 
Nixsson, P. E., K. Korsan-Benetsen and O. Mettanper, Amino acid content 

of leguminous proteins as affected by genetic and nutritional factors. I. . 404 


Merrert, M.-E., Ein Beitrag zur Wirkung diskontinuierlicher Belichtung auf 
die Massen- und Sag USNS REEDS von Chlorella vulgaris. Mit 9 Text- 
ebbildynpen oo. gle. s ps iss oe <oeeeedenieie a a . 410 


GAERTNER, A,, Haphaaninnren liber die Bewegungsweise von Chyeridincauvace 
sporen. Mit}. Textabbildumgs sib: sess » iBxedle nal <pidbeun | « nde Rid aADS 


Berichtigung zur Arbeit von K. H. Domscu 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 20, S. 1—33 (1954). 


(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Géttingen.) 


Uber den endonomen Tagesrhythmus 
der Sporangientragerbildung von Pilobolus*. 


Von 
ESTHER-RUTH UEBELMESSER. 


Mit 18 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 10. Juni 1953.) 


In neuerer Zeit sind tiber die periodische Entwicklung der Sporangientrager von 
Pilobolus 2 Arbeiten, von McVickar (1942) und D. Kietn (1948), erschienen. 
McVicxkar schlieBt aus seinen Versuchen mit Pilobolus microsporus, daB die Tages- 
periodizitat der Sporangienbildung nicht autonom, sondern allein durch den tag- 
lichen Wechsel von Licht und Dunkelheit bedingt sei; D. KLEIN, die wie McVickaRr 
als MaB fiir die Periodizitat die Anwesenheit reifer Sporangien am Ende der Dunkel- 
zeit und ihre Abwesenheit am Ende der Lichtzeit benutzte, hat den gréBten Pro- 
zentsatz reifer Sporangien am Ende der Dunkelzeit bei einem Licht-Dunkelwechsel 
von 16:16** Std gefunden. Sie schlieBt daraus, daB dieser Beleuchtungswechsel von 
dem Pilz bevorzugt wiirde vor den Zyklen 9:15, 12:12 und 15:9. Bei einem Wechsel 
von Licht und Dunkelheit in den Zyklen 4:4, 8:8, 24:24, 4:20 und 20:4 fand 
sich keine Periodizitét. Sie konnte aus ihren Ergebnissen jedoch keinen SchluB 
dariiber ziehen, ob die Reaktion durch genetische oder durch Umweltsfaktoren 


bedingt sei. oof by 

Die nachstehenden Untersuchungen wurden deshalb mit dem Ziel be- 
gonnen, zu untersuchen, ob unter geeigneten Bedingungen die Wirksam- 
keit endonomer Faktoren bei der Sporangienbildung von Pilobolus fest- 
gestellt werden kann und wie weit diese etwa durch von Aufenein- 
fliissen gesteuerte Rhythmen iiberlagert wird. Als die Untersuchun- 
gen schon 1 Jahr im Gang waren, erschien eine Arbeit von SCHMIDLE 
(1951) tiber die Tagesperiodizitaét der asexuellen Reproduktion bei Pilo- 
bolus sphaerosporus. Er fand, da8 Kulturen, die 12:12, 15:15, 6:6 und 
3:9stiindigen Lichtwechseln ausgesetzt waren, ihre Sporangien in der 
darauffolgenden Dunkelheit in einem angenahert 24stiindigen Rhyth- 
mus abschossen. Auch nach Imaliger Lichteinwirkung von verschiede- 
ner Linge (9 Std bis 3 Tage) trat im anschlieBenden Dauerdunkel eine 
etwa 24stiindige Rhythmik ein. Periodischer Temperaturwechsel von 
20 und 25° C und Imalige Temperaturerhéhung von 20 auf 24° C losten 
wie die Beleuchtungszyklen im Dauerdunkel Periodizitat aus. ScHMIDLE 
schlie8t daraus, daB die rhythmischen Erscheinungen der Sporangien- 


* Dissertation der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat in Gottingen. 


** Die Dunkelstunden sind jeweils unterstrichen. 
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bildung bei Pilobolus sphaerosporus im Zusammenwirken von auBeren 
und inneren Faktoren entstehen. Seine Arbeit gab mir dann die An- 
regung unter anderem einige Temperaturversuche auszufthren. 


I. Experimenteller Teil. 


A. Material und Methode. 


1. Pilzmaterial und Kulturmethode. 


Die Versuche wurden mit Reinkulturen von Pilobolus sphaerosporus (Grove) 
und crystallinus (Klein) gemacht. Auf Agarmedien (,,Pferdemistagar“ nach BERsa, 
1929, und ,,Bovungagar“ nach McVickar, 1942) war die tagliche Sporangientrager- 
bildung schlecht (nur etwa 20% der auf Pferdemist ohne Agar), und das Auswachsen 
der Wurzelblasen zu Sporangientragern wurde ungiinstig beeinfluBt (vgl. McVicKaR). 
Das Substrat sollte natiirlich bei allen Versuchen dieselbe Zusammensetzung haben, 
deshalb kam auch reiner Pferdemist nicht in Frage, der immer frisch gesammelt 
sein muBte, damit sich der Pilz gut entwickelte. Durchsichtigkeit des Nahrbodens 
war dagegen nicht erforderlich, darum wurde derselbe Handelsdiinger (Bovung, ein 
Produkt der Walker-Gordon-Laboratorien in New Jersey, USA), aus dem Mc- 
VickaR und D. Kuetn Dekokte bereitet hatten, einfach als Breiaufschwemmung 
benutzt. 100 g Bovung wurden mit 200 cm® destilliertem Wasser zu einem Brei an- 
geriihrt, fraktioniert sterilisiert und steril in Petrischalen von 9 cm @ in einer 
Schichtdicke von ungefahr 1 cm eingefiillt. Nach Glattung der Oberflache wurde 
jede Schale mit 4 Sporangien in regelmaBigen Abstaénden voneinander beimpft und 
mit einer Scheibe Filterpapier (nach PRINGSHEIM u. CzuRDA, 1927) bedeckt, die sich 
sofort vollsaugte und die Farbe des Diingers annahm. Das py betrug beim frischen 
Nahrbrei 6,5—6,7, am Ende der Versuche 7,0—7,2. Nach dem Impfen kamen die 
Kulturen in einen Thermostaten (22 + 0,2°C) oder in eine groBe, gut isolierte 
Kochkiste (20 -+ 0,5° C); in beiden herrschte véllige Dunkelheit. 5 Tage nach dem 
Impfen konnten die Kulturen in den Versuch genommen werden, dabei wurde Be- 
lichtung sorgfaltig vermieden. 


2. Versuchsanordnung. 


Als Ma fiir die Tagesperiodizitat kann der periodische Sporangien- 
abschuB8 benutzt werden, da er die Folge der periodischen Sporangien- 


trigerentwicklung ist. Zum Auffangen der Sporangien dienten folgende 
Hinrichtungen: 


In einem Dunkelzimmer waren auf einem Tisch 2 Dunkelzelte (Lattengeriiste 
von 60 x 70 x 120cm mit Bezug von schwarzem Stoff) aufgebaut, die gegenein- 
ander und gegen die Dunkelkammer lichtdicht abgeschlossen waren. Jedes Dunkel- 
zelt enthielt einen oben offenen Blechkasten, der nach den anderen 5 Seiten mit 
einer 10—15 cm dicken Isolierschicht aus Sigemehl umgeben war und in einem 
groBeren Pappkasten stand. In den mit schwarzem Papier ausgeschlagenen Blech- 
kasten wurden je 4 Petrischalen nebeneinander gestellt. Die Beleuchtung befand 
sich in 1 m Abstand dariiber und erfolgte je nach der erforderlichen Intensitat mit 
Osram-Gliihbirnen verschiedener Wattzahl, die hinter Kiihlkiivetten mit 10 em 
durchflieBender Wasserschicht brannten. Die Temperatur an den Kulturen betrug 
20° C; sie wurde beim Wechseln der Deckel der Petrischalen (jeweils alle 3 Std) 
kontrolliert. Die Pilze in den Schalen hatten wahrend dieser Zeit ihre Sporangien 
gegen den Schalendeckel geschossen, und durch Auszihlen konnte nun festgestellt 
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ie ‘pink aeke der Abschiisse im Laufe des Tages gewesen war (vgl. 
_ Fir exaktere Werte muBte der Abschu8 in ktirzeren Intervallen ermittelt wer- 
den. Dazu wurde ein Thermostat gebaut mit einer Apparatur, die nach dem Prin- 
zip eines Flie8bandes arbeitete und die Abschiisse alle halbe Stunde mechanisch 
erfafite; mit ihr wurde die gré8te Zahl der Versuche ausgefiihrt. Die Kulturen, die 
wahrend der ganzen Versuchsdauer unverandert an ihrem Platz blieben, konnten 
dabei wechselnden Temperatur- oder Lichtzyklen ausgesetzt werden, wahrend alle 
abrigen Bedingungen konstant blieben (relative Luftfeuchtigkeit 98% + 0,207, 
Temperatur bei den Beleuchtungsversuchen 22° C + 0,2°). as 

Der Thermostat (Abb. 1) war ein doppelwandiger, rechteckiger Kasten 
{80 x 50 x 60cm) aus Zinkblech mit einem 2em dicken Wassermantel (TW), 


Abb. 1. Thermostat mit Apparatur zum Auffangen der Sporangien. 7W Thermostat mit Wasser- 

mantel, S Schieber, P Piloboluskultur, FL Fiihrungsleiste, H Heizung des Schiebers, F Filmfolie, 

R, Vorratsrolle, R., Umlenkrollen, Z Lichtquelle, ZR Lichtreflektor, Z Zeittupfer, W Walze, 
M Motor, V Schaltrelais, U Schaltuhr. 


der elektrisch beheizt und durch ein Kontaktthermometer auf gleichmaBiger Tem- 
peratur gehalten wurde. Oben war er dicht mit einem Holzdeckel verschlossen. 
Durch eine Tiir (14 x 8 cm) an der einen Schmalseite des Kastens wurden die 
Petrischalen-Kulturen hineingeschoben. Zu jedem Versuch wurden 5 neue Kul- 
turen benutzt. Die offenen Petrischalen (P) standen in einer Reihe hintereinander, 
yon schwarzen Blechringen festgehalten, auf einem Zinkblechschieber (S), der 
zwischen 2 Fiihrungsleisten (FL) in Langsrichtung in den Thermostaten geschoben 
wurde. In den doppelten Boden des Schiebers war fiir kurze Temperaturerh6hungen 
bei den Temperaturversuchen eine Heizspirale (H) eingebaut. Fiir die Versuche mit 
Licht war eine Osram-Leuchtstoffréhre, Typ Tageslicht, 40 Watt (LZ) von 72 cm 
Lange unmittelbar unter den Deckel des Thermostaten montiert. Eine Kihlein- 
richtung war hierbei tiberfliissig. Das Licht wurde durch einen Reflektor (LR) aus 
weiBem Papier auf die Kulturen konzentriert und gegen den tibrigen Raum des 
Thermostaten abgeschirmt. Die Intensitait der Beleuchtung, gemessen mit einem 
AEG-Luxmeter und einer Selenphotozelle nach Lanen, betrug an den Kulturen 
etwa 1500 Lux. Fiir gleichmaBige Luftfeuchtigkeit im Innern war der Boden des 
Thermostaten mit einer 2 cm hohen Wasserschicht bedeckt und die Wande waren 
mit nassem FlieBpapier bekleidet, das von unten Wasser nachsaugte. Die geringen 
1* 
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Temperatur- und Feuchtigkeitsschwankungen (aufgezeichnet durch einen Thermo- 
Hygrographen) verliefen nicht periodisch, so daB sie keine Rhythmik bei den Ver- 
suchsergebnissen vortéuschen konnten. Die Temperatur an den Kulturen wurde 
mit einem Winkelthermometer gemessen. Sie stimmte mit der durch den Thermo- 
Hygrographen registrierten Temperatur tiberein. 

Als FlieBband (F) wurde ein durchsichtiger Acetatrohfilm (ohne Gelatineschicht) 
von 60 cm Breite und 48 m Linge benutzt, der in 0,5 cm Abstand iiber den Pilo- 
bolus-Kulturen zwischen diesen und der Lichtquelle gefiihrt wurde. Er ist praktisch 
unzerrei®bar und lat sich leicht reinigen und mit Alkohol sterilisieren, so daB er 
nacheinander fiir viele Versuche benutzt werden konnte. Er war in seiner Lange in 
20 Bahnen von je 240 cm Linge zerschnitten, die an ihren Schnittseiten perforiert 
und in der Perforation wieder zusammengenaht waren (siehe unten). Der Film wurde 
von einer Vorratsrolle (R,), die auf dem Deckel des Thermostaten montiert war, 
durch einen schmalen Schlitz ins Innere des Thermostaten gefiihrt, wurde von 2 an 
der Unterseite des Deckels fest hangend montierten Umlenkrollen (R, und R;) tiber 
die P.-trischalen geleitet und dann durch einen zweiten Schlitz im Deckel zur dritten 
Umlenkrolle (R,) gefiihrt, die wie R, auf dem Deckel angebracht war. Von dort 
lief er weiter in Richtung auf die Walze (W) zu (siehe unten). Der Film wurde in seiner 
ganzen Breite von dem Pilz in den 5 Kulturschalen mit Sporangien beschleudert. 
Alle halbe Stunde riickte er um etwas mehr als Petrischalenbreite weiter. Da der Ab- 
schuB8 senkrecht nach oben nicht nur phototropisch, sondern auch geotropisch geregelt 
ist, wurden auch bei Dunkelheit die Sporangien auf den Film geschossen. Auf diese 
Weise bildeten sich die beschossenen Stellen kreisrund in PetrischalengréBe nebenein- 
ander und, in %4stiindigem Abstand aufgenommen, hintereinander auf dem Film ab. 

Uber der dritten Umlenkrolle war eine Elektrospule angebracht (Z), deren hohler, 
mit Druckerschwarze gefiillter Eisenkern alle halbe Stunde, gleichzeitig mit dem 
Weiterriicken des Filmes eine Zeitmarke in Form eines schwarzen Tupfens an der 
Seite abgab. Der halbstiindige Weitertransport des Filmes um genau 10cm er- 
forderte einen komplizierten Schaltmechanismus, dessen ausfiihrliche Beschreibung 
hier zu weit fiihren wiirde. Aus technischen Griinden konnte der Film nicht in seiner 
ganzen Lange auf eine Trommel gerollt werden (GréBRerwerden des Radius hatte 
gleichmaBiges Fortriicken um 10 cm sehr kompliziert); er wurde daher an einer 
Leiste befestigt, die sich an einer 240 cm langen Schnur vorwartsziehen lieB. 10 em 
der Schnur wurdea alle halbe Stunde auf die durch einen Elektromotor (JM) sich 
drehende Walze mit genauen Arretierungen (W) nebeneinander gewickelt. Der 
Motor wurde durch eine Uhr (U) geschaltet, deren groBer Zeiger bei 6 und 12 des 
Zifferblattes stets an einer Kupferlamelle Kontakt gab. Die piinktliche Ausschal- 
tung nach Umlauf der Walze um 10cm erfolgte auf mechanischem Weg durch 
Hebel mit Isolation unabhingig vom Weiterriicken des Uhrzeigers. Also liefen inner- 
halb von 12 Std 240 cm Film iiber die Petrischalen. Der Film konnte an den zu- 
sammengenihten Stellen leicht abgetrennt, die Schnur von der Walze abgewickelt 
und das neue Ende des Filmes wieder an der Walze befestigt werden. 

Die ganze Anlage stand im Dunkelzimmer. Sie konnte wochen- und monatelang 


pausenlos Tag und Nacht arbeiten. 
_Die festklebenden Sporangien wurden iiber Millimeterpapier mit einem elek- 
trischen Zahlstift ausgezihlt, danach wurden die Filmbahnen gereinigt, an den per- 


forierten Stellen wieder zusammengenaht und auf die Vorratsrolle aufgerollt. 


3. Lichtquellen. 


Als Lichtquellen dienten verschiedene Osram-Gliihbirnen und schwache Nieder- 
spannungslampen (Akkumulatorenspeisung), Alle Lampen wurden standig photo- 
metrisch kontrolliert. Kurze Lichtblitze wurden mit einer 15 Watt-Birne und dem 
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mpurverschluf eines Photoapparats (Fa. Goerz) gegeben; der CompurverschluB 
chaltete bis hinab zu 1/9) sec. Verschiedene Intensititen der Lichtblitze wurden 
urch Veranderung des Abstands von den Kulturen erreicht. 


4, Wdrmequellen. 


Kurze tagliche TemperaturerhOhungen wurden durch Einschalten der Heiz- 
pirale (H) im Boden des Schiebers, auf dem die Kulturen standen, erzeugt. Die 
Yemperatur in den Petricchalen stieg dabei je nach der Stromstarke, die mit 
inem Schiebewiderstand geregelt wurde, im Laufe von 8—10 min bis zu der ge- 
unschten Hédhe (um 5 oder 10°) an. Durch Herabsetzen der Stromstarke wurde 
ie weitere 10 min auf dieser Héhe gehalten. Nach Ausschalten der Heizspirale er- 
olgte allmahliche Abkiihlung (ohne besondere Kiihlung), so daB etwa 1 Std nach 
eginn des Anheizens in den Kulturen wieder die Ausgangstemperatur herrschite. 
ie Lufttemperatur im Thermostaten erhéhte sich wahrend der Erwarmung der 
ulturen nur um 0,2° C. Bei den einzelnen Versuchen war die Grundtemperatur, 
ie taglich 23 Std einwirkte, entweder 20 oder 25° C. Der Thermostat wurde jeweils 
auf diese Temperatur eingestellt. 


5. Auswertung der gezihlten Sporangienabschiisse. 


Die Werte der 5 in einer Reihe stehenden und gleichzeitig schieBenden Petri- 
schalen wurden fiir jede Zahlung gemittelt. Die abgeschossenen Sporangien wurden 
alle halbe Stunde bzw. alle 3 Std gezaihlt. Da bei normalen Kulturen niemals beob- 
achtet wurde, daB vorhandene Sporangien nicht abgeschossen wurden, ist die Zahl 
der gezaihlten Abschiisse mit der Zahl der vorhandenen Sporangien identisch. Fir 
das tagliche gemittelte Maximum des Sporangienabschusses wurde die Zeit der 
5 Einzelmaximalwerte der 5 Petrischalen gegen die Zeit des mittleren Maximal- 
wertes gesichert. Die zeitliche Abweichung der taglichen einzemen Maxima vom 
gemittelten taglichen Maximum war meist gering. Der mittlere Fehler betrug fir 
die meisten Versuche + 3 bis + 8 min. Wo er gréfer war, ist er angegeben. 


B. Versuchsergebnisse. 
1. Vorversuche. 


a) Das Verhalten im ,,natirlichen‘‘ Tag und im 
12:12-Stundentag. 

Unter natiirlichen Bedingungen entwickelt Pilobolus seine Sporangientrager- 
anlagen (Wurzelblasen oder Trophocysten) in der Nacht. Die morgens gelbroten 
Kndllchen wachsen am Nachmittag zu Tragern aus, abends zeigen diese die Anlage 
der Sporangien als gelbrote Képfchen. Die Bildung der subsporangialen Blase so- 
wie das Reifen der Sporen erfolgt in der zweiten Nacht. Einige Stunden nach 
Sonnenaufgang am nachsten Tag beginnt der SporangienabschuB (GRANTZ, 1898, 
Pauua, 1900, und BuLLER, 1934). 

Von jeder der beiden Pilobolus-Arten waren 7 Stimme vorhanden’; 
die einzelnen Phasen der Entwicklung traten bei den verschiedenen 
Stémmen jeder Art im natiirlichen Langtag (Mai) wie im 12sttindigen 
Tag iiberwiegend im gleichen Zeitpunkt auf, die Entwicklungsdauer bis 
zum Sporangienabschu8 war bei Pilobolus sphaerosporus dagegen etwa 


1 Davon stammten 2 aus dem Zentralbiiro fiir Schimmelkulturen in Baarn, die 
anderen waren selbst isoliert worden. 
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4 Std kiirzer als bei crystallinus: Das Abschleudern der Sporangien be- 
gann bei sphaerosporus etwa 24 Std nach Lichtbeginn, erreichte 4 Std 
spiiter sein Maximum und dauerte danach noch 4 Std an; beicrystallinus 
war alles ebenso, alle Punkte lagen aber etwa 4 Std spiter. 


b) Dauerlicht oder Dauerdunkel im Anschlu8 
an den 12:12-Stundentag. 

Wurde nach mehrmaligem 12stiindigen Wechsel von Licht und Dunkelheit 
Dauerlicht gegeben, so hérte die periodische Sporangientragerbildung nach Kin- 
setzen des Dauerlichtes auf, wie auch schon McVickar (1942) und D. KLEIN (1948) 
gefunden haben. Es wurden zwar fortlaufend Sporangien gebildet, aber sie wurden 
auch fortlaufend abgeschossen. Wurde statt Dauerlicht Dauerdunkelheit an- 
geschlossen (Versuche, die von McVickar u. D. KLEIN nicht angestellt wurden), 
so wurde die periodische Sporangienbildung und das periodische AbschieBen der 
Sporangien von Pilobolus sphaerosporus noch mehrere Male fortgesetzt (Abb. 2); 
Pilobolus crystallinus aber stellte die Sporangienbildung ganz ein. (Nach PaLLa 
kanner im Dunkeln gar keine Sporangien bilden.) ScumtpLEs Ergebnisse waren die 
gleichen wie die eigenen. : 


c) Dauerlicht und Dauerdunkel ohne vorhergehende 
rhythmische Beleuchtung. 


Nach McVickar werden die Trophocysten im Dauerlicht fortwihrend 
gebildet und auch alle Bildungsstadien von Trophocysten und daraus- 
herauswachsenden Sporangientragern angetroffen. Dies konnte in eige- 
nen Versuchen mit Pilobolusmycel in Bovungagarkulturen wie auf Bo- 
vungbreikulturen ebenfalls beobachtet werden; dabei war die Bildung 
der Sporangientriger auf letzteren viel zahlreicher: Bovungagarkulturen 
im Dauerlicht tiglich rund 200, Bovungbreikulturen 1000 Abschiisse; 
im Dauerdunkel 500 bzw. 2000 Abschiisse. Dauerlicht wirkte also auf die 
zahlenmaBige Ausbildung der Sporangientrager starker hemmend als 
Dauerdunkel. In beiden Fallen aber wurden mehr Wurzelblasen neu ge- 
bildet als nachher zu Sporangien auswuchsen, so daB sowohl im Dauer- 
licht als auch im Dauerdunkel sich Wurzelblasen ansammelten. Diese 
wuchsen, wenn nach Dauerdunkel Licht einsetzte, alle gemeinsam aus. 
Dadurch war am Tag nach Lichtbeginn ein hoher Anstieg der AbschuB- 
kurve zu verzeichnen (Abb. 3, Kurve IT). Wurde dann dauernd weiter 
beleuchtet, so sank die Zah] der Sporangienabschiisse bald unter die im 
Dauerdunkel gezihlte ab. Im umgekehrten Fall, wenn Dauerlicht voran- 
gegangen war, begann die Zahl der Abschiisse allmihlich im Dauer- 
dunkel anzusteigen, bis zu der Hohe, die dann beibehalten wurde (Abb. 38, 
Kurve I). Hier lag also in keinem Fall rhythmisches Verhalten 
vor. Die Versuche im Dauerlicht wurden bei 1500 Lux und bei 650 Lux 
mit den gleichen Ergebnissen ausgefiihrt. 

ScHMIDLE hat bei solchen Versuchen genau das umgekehrte Ergebnis 
erhalten: Anstieg der Abschiisse. im Dauerlicht und Absinken der 
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bschiisse im Dauerdunkel; ferner etwa 24 stiindige Rhythmik im Dauer- 
unkel nach Dauerlicht. Der Grund fiir diese Verschiedenheit der Er- 
ebnisse ist noch ungeklart. 

Die Vorversuche haben also ergeben: Tagesperiodischem Licht- 
unkelwechsel folgte periodisches Abschleudern auch im anschlieBen- 
en Dauerdunkel. Einmaliger Wechsel von langer Lichtzeit mit Dauer- 
lunkel loste noch kein periodisches Abschleudern aus. 


2. Hauptversuche. 


a) Belichtungsversuche. 
«) Helldunkelzyklen von 24 Std Gesamtdauer. 

ScHMIDLE, der die Sporangienabschiisse alle 3 Std gezihlt hat, erhielt 
im Licht-Dunkelwechsel 12:12 das Abschu8maximum 30 Std nach dem 
aBgeblichen Lichtbeginn. Die eigenen Vorversuche bei Ystiindiger 
ahlung ergaben das Maximum des Sporangienabschusses von Pilobolus 
phaerosporus 283—29 Std nach Lichtbeginn. Diese Zeit, die ,, Ent wick- 
ungszeit“ genannt sei, wurde bei Herstellung eines kiinstlichen Lang- 
[ges von 18:6 Std langer. Das AbschuBmaximum lag dann 30 Std 
pach Lichtbeginn. Der Verlauf der AbschuBkurve war sonst entsprechend 
der im Zyklus 12:12. Bei 21 Std Belichtung und 3 Std Dunkelheit traten 
zwar noch tigliche Maxima auf, sie waren aber zeitlich nicht mehr so 
fest fixiert (mittlerer Fehler + 18—24 min) und lagen bis zu 33 Std 
hinter dem Lichtbeginn (3. und 4. Versuchstag in Abb. 4). Zwischen den 
Maxima an den aufeinanderfolgenden Tagen horten die Sporangienab- 
schiisse nicht wie bei 12:12 auf, sondern — wie im Dauerlicht — wurden 
dauernd wenige Sporangien abgeschossen. Die Héhe der Maxima war daher 
sehr viel geringer als beim Zyklus 12:12. Nur der durch den ersten Licht- 
beginn eingeleitete Sporangienabschuf war so stark wie beim Zyklus 12:12. 

Bei 23 Std Licht und 1 Std Dunkelheit trat nach dem ersten Maximum, 
das durch den ersten Lichtbeginn hervorgerufen wurde, tiberhaupt keine 
periodische Sporangientrigerbildung mehr auf. Dunkelheit von nur 
1 Std Dauer war also nicht ausreichend, um eine periodische Entwick- 
lung hervorzurufen. 

Wurde die Lichtzeit auf weniger als 12 Std verkiirzt, so lag das Maxi- 
mum beim Zyklus 9:15 27 Std nach Beginn des Lichtes, bei 4:20 trat 
es schon nach 251% Std auf. Der Pilz begann hier schon vor Beginn der 
Lichtperiode am 2. und allen folgenden Versuchstagen mit dem Ab- 
schleudern seiner Sporangien, und das Maximum wurde bereits 1 bis 
14% Std nach Lichtbeginn erreicht. Die Entwicklungszeit bei 1 Std 
Licht und 23 Std Dunkelheit (Abb. 5) betrug ebenfalls 251% Std. Das 
Maximum fiel in diesem Fall in die Dunkelzeit, wenn es auch am Ende 
der 1 Std Licht schon beinahe erreicht war. 
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Die Ergebnisse aller Versuche mit Pilobolus sphaerosporus (Pilobolus 
erystallinus s. u.) sind in Abb. 6 zusammengestellt. Die zeitliche Lage der 
Maxima verschiebt sich mit langeren Lichtzeiten vom ausldsenden Licht- 
beginn weg nach rechts, die Entwicklungszeit des Pilzes wird also ver- 
langert. Im Dauerdunkel nach dem Licht-Dunkelwechsel war iiberalh 
(bis auf 23:1) periodisches Abschleudern wihrend drei bis fiinf Tagen zu 
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Abb. 6. Pilobolus sphaerosporus, Zyklen mit 24 Std Gesamtdauer. Vereinfacht nach vorhandener 


Versuchskurven. 


beobachten. Die Maxima lagen im Dauerdunkel immer in etwa 24stiin- 
digen Abstanden voneinander, wie auch die Gipfel der Maxima wiihrend 
der periodischen Beleuchtung 24 Std voneinander entfernt waren, ganz 
unabhingig von der Entwicklungszeit bei den einzelnen Versuchen. Abb 6 
zeigt auBerdem, daB die AbschuBfelder mit zunehmender Lange aaa 
Lichtzeiten breiter werden, wihrend ihre Hohe sich verringert 

Bei den Licht-Dunkelwechseln 1:23 und 9:15 wurde o Wieder- 
holungsversuchen schon nach zwei bzw. einem Zyklus Dauerdunkelheit 
angeschlossen. In diesen Fallen traten keine Maxima im Dauerdunkel 
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ehr auf, sondern nur nach drei- und mehrmaliger periodischer Beleuch- 
tung waren die rhythmischen Erscheinungen im Dauerdunkel noch 
ahrend drei bis fiinf Tagen vorhanden. 


Bei Pilobolus crystallinus, mit dem teilweise die gleichen Versuche ausgefiihrt 
rden (1:23, 4:20, 9:15, 12:12 und 18:6), waren die Entwicklungszeiten langer, 
mlich 30 bis 34 Std. Es traten auch keine so deutlichen Beziehungen zwischen 
ange der Lichtzeit und Dauer der Entwicklungszeit auf. Weil diese Art auBerdem 
Dauerdunkel iiberhaupt keine Sporangien bildet, wurden die Versuche mit ihr 
icht fortgesetzt. 


f) Licht-Dunkelzyklen langer als 24 Std (1:47, 2:27 und 12:17). 
Zur Klarung der Frage, ob Licht, das auf einen Sporangientrager von 
dlobolus fallt, das Abschleudern der Sporangien beschleunigt, wie es 
on Cormans (1861), BULLER (1934) und Binnie (1938) angegeben 
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Abb. 7. 1:47-, 2:27- und 17:12stiindiger Licht-Dunkelwechsel. Wie alle folgenden Kurven von 
Pilobolus sphaerosporus. f 


wird, wurden die Pilze dem Wechsel von einer Stunde Licht und 47 Std 
Dunkelheit ausgesetzt ; sie bekamen also nur an jedem zweiten Tag Licht, 
das dann aber auf fertige Sporangien einwirkte. Die Bedingungen fir 
zwei aufeinanderfolgende Maxima waren also verschieden. Das eine 
Maximum kam durch die eine Lichtstunde zustande, die am Tag vorher 
auf die Wurzelblasen eingewirkt hatte, die fertigen Sporangien erhielten 
aber kein Licht. Das zweite Maximum war ohne Belichtung der Wurzel- 
blasen entstanden; hier bekamen aber nun die fertigen Sporangien eine 
Stunde Licht. In der zeitlichen Lage der Maxima zeigten sich aber keine 
Unterschiede (Maxima 25—251/, bzw. 49—49 ¥, Std nach der Belichtungs- 
stunde). Der Abschu8 wurde also durch die Belichtung nicht beschleunigt. 

Im Zyklus 2:27 zeigte sich dasselbe (Abb. 7). Die Entwicklungszeit 
des Pilzes verkiirzte sich aber auf 23—25 Std; der Pilz schoB also schon 
lange vor Beginn der neuen Belichtung, erreichte sein Maximum und 
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beendete das SchieBen, ehe die neue Belichtung begann. Zur Be- 
schleunigung des Abschusses war also die Beleuchtung der fertigen 
Sporangientriiger nicht nétig. Die obigen Versuche mit Dauerdunkelheit 
bestiitigen dies, lassen aber, fiir sich betrachtet, diesen SchluB noch nicht 
zu, weil ja in dauernder Dunkelheit die Dauer der Entwicklungszeit nicht 
festgelegt werden kann, die als Zeitdauer vom Lichtbeginn bis zum Ab- 
schu8maximum definiert wurde. Die Entwicklungszeit war bei diesem 
Versuch kiirzer als bei allen vorhergegangenen (kiirzeste Entwicklungs- 
zeit bei 1:23 und 4:20, 25—26 Std). Das kénnte so gedeutet werden, daB 
bei diesem Zyklus, der ja langer als der normale Tageszyklus ist, von dem 
Pilz in der Entwicklungszeit eine 24stiindige Rhythmik angestrebt wird, 
die sich aber bei den friiheren Versuchen gegen die Wirkung der langeren 
Lichtzeiten nicht durchsetzen konnte. Der Zyklus 17:12 (Abb. 7) spricht 
auch hierfiir: Die Entwicklungszeit war auf 31 Std verlangert, die lange 
‘Lichtzeit hatte die Entwicklung wieder gehemmt. 


y) Licht- und Dunkelzeit im Verhaltnis 1:1 (18:18 bis 2:2). 

Bei einem Licht-Dunkelwechsel von 10:10 Std traten die Maxima 
28—29 Std nach Lichtbeginn auf, die Entfernung der Maxima vonein- 
ander betrug aber nur 20—22 Std. Die Entwicklung folgte also dem 
Zyklus 10:10. Nach drei Zyklen wurde Dauerdunkelheit gegeben, das 
vierte Maximum war daher das letzte, das von einer Belichtung abhangig 
auftrat. Das fiinfte Maximum war dann 24 Std vom vierten entfernt und 
auch die folgenden Maxima lagen alle etwa 24 Std auseinander. Der Pilz 
folgte also dem kiirzeren Belichtungszyklus nur, solange er ihm direkt 
ausgesetzt war. 

Das Abschleuderergebnis in sieben verschiedenen Zyklen zwischen 
18:18 und 4:4 ist in Abb. 8 dargestellt. Die Entwicklungszeit betrug bei 
allen Versuchen zwischen 28 und 29 Std. Die ersten Maxima liegen fast 
genau senkrecht untereinander. Das Abschleudern der Sporangien fand 
wihrend der Lichtzeit, wie bei den Zyklen 12:12, 10:10, 6:6 und 4:4, 
oder in der Dunkelzeit, wie bei den Zyklen 18: 18, 16:16 und 8:8 statt. 
In allen Fallen leitete der Lichtbeginn die Bildung einer neuen 
Sporangientragergeneration ein, das Maximum lag dann 28 bis 
29 Std nach diesem Lichtbeginn. Daraus erklirt sich auch, da8 im Dauer- 
dunkel noch bis zu 3 (beim Zyklus 4:4) Maxima in den vorangegangenen 
Abstanden folgen konnten und erst dann ein 24stiindiger Rhythmus 
eintrat. Abb. 9 zeigt Teile des Zyklus 4:4 noch einmal, nicht schematisch: 
Die Maxima lagen 8—9 Std auseinander, die Entwicklungszeit betrug 
28—29 Std, und im Dauerdunkel folgten noch drei Maxima im Abstand 
von 8, 81/, und wieder 8 Std, als Folgen eines jeweils 28 Std voraus- 
gegangenen Lichtbeginns; erst das vierte Maximum im Dauerdunkel 
das 241/, Std vom dritten entfernt war, ist als Nachwirkung aufzufasser. 
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Abb. 8. 18:18 bis 2: 2sttindiger Licht-Dunkelwechsel. 
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Abb. 9. 4:4stiindiger Licht-Dunkelwechsel. Erster Lichtbeginn am 6. 8. um 8 Uhr, 
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Der Licht-Dunkelwechsel 2:2 zeigte ein ganz neues Bild (Abb. 10) 
Der Pilz begann 26 Std nach Beginn des Beleuchtungswechsels mit de 
SporangienabschuB; 51/, Std danach, also 311/, Std nach dem maBgeb 
lichen Lichtbeginn, wurde das Maximum erreicht, dann verminderte sic 
das Abschleudern langsam. Weiterhin war der AbschuB wie im Dauer 
licht, und erst nachdem die periodische Beleuchtung aufgehért und da 
Dauerdunkel bereits 24 Std eingewirkt hatte, stieg die Abschufza 
zu einem schwachen Maximum an. Es wurden im ganzen noch vie 
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Y 


Maxima erreicht, die 26 Std vom Dunkelbeginn entfernt und dann 36, 
20 und 30 Std auseinander lagen. Der Pilz konnte also diesem kurzen 
Licht-Dunkelwechsel nicht mehr folgen und ging erst unter konstanten 


Bedingungen zu periodischer Sporangientrigerbildung iiber. 


6) Der EinfluB von Stérlicht. 

Aus allen bisherigen Versuchen geht hervor, daB Pilobolus sphaero- 
sporus im Wechsel einer langen Dunkelperiode mit einer kurzen Licht- 
periode besser ausgepragte Periodizitit zeigt alsim Wechsel einer kurzen 
Dunkelperiode mit einer langen Lichtperiode. Vom Licht einmal einge-. 
leitete Vorgange schienen also im Dunkel weiter abzulaufen und durch 
Licht verlangsamt zu werden. Inwieweit das Licht hemmend auf die 
Entwicklungszeit im Dunkeln wirkt, soll durch die nachstehenden Ver- 
suche mit ,,Storlicht“‘*, das wiihrend kurzer Zeit in der Dunkelzeit gegeben 
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irde, aufgeklart werden. Harper und Bone (1943) u.a. haben an 
Bliitenpflanzen entsprechende Untersuchungen vorgenommen. 

In dem Licht-Dunkelwechsel 9:15 wurde wihrend der Dunkelheit eine 
Stunde Licht eingeschaltet und zwar in der 3., 5., 6., 9. und 12. Std der 
Dunkelperiode (Abb. 11). Ohne Stoérlicht (oberste Kurve) lag das Maxi- 
um 27 Std nach Lichtbeginn. Bei Versuch 1 — Stérlichteinsatz 3 Std 
mach Dunkelbeginn — lag das Maximum erst 30—301/, Std nach Beginn 
jeder Qstiindigen Lichtzeit. Die Entwicklungszeit war also verlingert. 
Im Versuch 2 mit Storlicht nach 5 Std Dunkelheit lagen die Verhialtnisse 
ahnlich. Bei Stérlicht 6 Std nach Dunkelheitsbeginn (Versuch 3) zeigte 
die Kurve vom 2. Maximum ab nicht mehr ihren typischen Verlauf: Der 
maximale SporangienabschuB erstreckte sich tber 4—5 Std mit je rund 
200 Sporangienabschiissen in jeder halben Stunde (im Normalfall maxi- 
maler Abschu8 etwa 1000 und zudem auf nur 1/,—1 Std konzentriert) ; 
der Gipfel der Kurve wurde also breit und niedriger. Das Stérlicht lag 
hier etwa in der Mitte der Dunkelzeit. Riickte es weiter gegen deren Ende, 
so verkiirzte sich die Entwicklungszeit bei Versuch 4 auf 26 Std und bei 
Versuch 5 auf 251/, Std. Bei diesen letzten beiden Versuchen ist also an- 
scheinend eine Beschleunigung der Entwicklung eingetreten. Man kann 
aber auch annehmen, da8 das kurz vor Lichtbeginn einsetzende Stérlicht 
bereits wie der Lichtbeginn selbst wirkte und die relativ kurze Dunkel- 
periode von 2 bzw. 5 Std zwischen Stérlicht und Hauptlicht gar keinen 
EinfluB mehr hatte. Nimmt man den Beginn der Entwicklungszeit beim 
Stérlichtbeginn an, so betragt die Entwicklungszeit 29 baw. 32 Std. Das 
entspricht einer Entwicklungszeit, die man erhalt, wenn man Storlicht 
und anschlieBende kurze Dunkelperiode zum nachfolgenden Hauptlicht 
addiert. Dann lige auch hier eine hemmende Wirkung des Lichtes vor. 

Vergleicht man die Ergebnisse dieser Versuche mit der Reaktion von 
Pilobolus auf Kurzzyklen (4:4 und 6:6) und auf den Zyklus 1:23, so 
erhebt sich die Frage, warum das etwa in der Mitte der Dunkelzeit 
liegende Stérlicht nicht die Bildung einer neuen Sporangientragergenera- 
tion hervorrief. Denn 1 Std Licht sowie die Anzahl der vorhergehenden 
und folgenden Dunkelstunden wiirden dafir nach den in Abb. 5 und 
Abb. 8 wiedergegebenen Verhaltnissen ja gentgen. Die Vermutung lag 
nahe, daB das Stérlicht deshalb keine neue Sporangientragergeneration 
erzeugen kann, weil ein bestimmtes Verhaltnis im Wechsel und in 
der Lange der Lichtzeiten und Dunkelzeiten herrschen mu. Die An- 
nahme wurde bestatigt durch zwei weitere Versuche im Zyklus 6:18 
mit 3stiindigem Stérlicht (die beiden unteren Versuche in Abb. 11). Wenn 
das 3stiindige Storlicht 3 Stunden nach Dunkelheitsbeginn, also am 
Anfang der Dunkelperiode, gegeben wurde, verzogerte sich das Maxi- 
mum bis zu 31 Std nach Hauptlichtbeginn. Es trat also wieder eine Sum- 


mation der beiden Lichtzeiten ein, wobei die dazwischenliegende Dunkel- 
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zeit unwirksam war. Lag aber das Storlicht etwa in der Mitte der Dunkel- 
periode, so wirkte es nun wie ein neuer Lichtbeginn: es regte die Bildung 
einer neuen Generation von Sporangientragern an. 

Das Stérlicht muBte also nach Lage und Zeitdauer ein bestimmtes Ver- 


haltnis zur Hauptlichtzeit haben; dauerte es halb so lang wie die Licht-— 
periode, so wirkte es ,,stérend‘‘, wenn es am Anfang der langen Dunkel- 
periode lag; in der Mitte der Dunkelperiode gelegen, rief es bei derselben” 


Linge neue Sporangientragerbildung hervor. 
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6) Einflu8 des Lichts auf die Menge der gebildeten Sporangientrager, 

Um die in den Vorversuchen mit Dauerlicht und Dauerdunkel bereits 
erkennbare hemmende Wirkung des Lichts auf die Zahl der ausgebildeten 
Sporangientriger niher zu verfolgen, wurden bei allen im Laufe der Arbeit 
in den Lichtzyklen 1:23 bis 23:1 gemachten Versuchen die tiglich abge- 
schossenen Sporangien fiir jeden Zyklus an drei aufeinanderfolgenden 
Versuchstagen zusammengezahlt. Dabei ergab sich (Tab. 1), daB die 
Zahl der taglichen Abschiisse mit verlingerter Lichteinwirkung immer: 
geringer wurde. 


Tabelle 1. Absolute Gesamtzahl der an 3 aufeinanderfolgenden Versuchstagen abge- 
achossenen Sporangien in den Zyklen 1:23 bis 23:1 (aus 2 Wiederholungsversuchen). 
Zykl. | 1:23 | 4:20 | 6:18 | 9:15 | 2:12 | 15:9 | 21:3 | 23:1 | Summe 


1. Tag |30547 80378 | 27506 29067 | 20421 |27 182 11329 /15204| 200634 
2. Tag | 28432 25806 | 28919 |25839 | 25321 |17518 | 7850] 1540| 161225 
3. Tag |25554 18251 |24160 23994 |23174 |14122| 7287| 2093] 138635 


Summe | $4533 |74435 | 80585 |78 900 |77916 | 58822 | 26466 |18837 | 


Tabelle 2. Varianzschema fiir die Zyklen in Tab. 1. 


F = Fisuer-Faktor, s? = Summenquadrat, *** = héchster Grad der Signifikanz. 
BRestandteil Summe der Ab- ee 5 8? | F F F 
der Streuung | weichungsquadrate BEIESS 2 [SR 0,06 | 0,01 | 0,001 

grad 
Zyklus 153 437 466,6 7 21919638 535 *** 12.05 | 2,73 | 3,64 
Tag 16993 075,7 2 8496538 207 *** | 3,0414,71 | 7,14 
Wechs.wirk. 
Zyklus - Tag 10869 867,7 14 776419 TSO Meas aD Talon aos 
Rest 8857 685,0 216 41008 — — | — | — 
Gesamt 179230438,2 | 239 TB0000 oh eae eee Oe 


Um ein sicheres Urteil dariiber zu bekommen, ob diese Ergebnisse nicht durch 
Zufallsstreuung zustande kamen, wurden sie durch Varianzanalyse (nach FISHER, 
1925, SNEDECOR, 1950 und BrEeTTsCHNEIDER, 1952) gesichert. Die Varianzanalyse 
gestattet es, mehrere auf das Ergebnis Einflu8 nehmende Faktoren bei der Aus- 
wertung einzubeziehen. Die Streuung wird zerlegt, und sie wurde in diesem Fall 
auf die beiden Gruppen ,,Zyklus“ und ,,Tag‘‘ verteilt. In der Gruppe ,,Zyklus“ 
wurde die Lange der Lichtzeit, in der Gruppe ,.Tag“ der Einflu8 des Alters der 
Kultur (Umsetzung und Erschépfung des Substrats) in ihrer Wirkung auf die 
zahlenmafige Sporangientragerentwicklung untersucht. Durch das Rechenschema 
der Varianzanalyse wurde auBerdem die Wechselwirkung der beiden Gruppen fest- 
gestellt. Das Ergebnis zeigt, daB trotz der taglichen Abnahme der Sporangien- 
abschiisse, also der cingetretenen Ermiidung, die der Umsetzung des Substrats ent- 
sprechen diirfte, das Licht eine hemmende Wirkung auf die Zahl der ausgebildeten 
Sporangientrager hatte (Tab. 2). Dieser Effekt war hochsignifikant und lag weit 
iiber der Zufallsstreuung, so da8 sicher ist, daB durch lange Lichtzeit nicht nur die 
Dauer der Entwicklungszeit verlangert, sondern auch die Zahl der Sporangien ver- 


mindert wird. 
O%* 
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. In Tab. 3 sind einige Zyklen im Licht-Dunkelverhiltnis 1:1 dargestellt 
mit den AbschuBzahlen in gleichen Zeiteinheiten (in diesem Fall nicht 
Tage, denn die verschiedenen Zykluslingen gestatten eine solche Grup- 
pierung nicht). Die Zahl der Sporangienabschiisse entsprach bei diesen 
Zyklen etwa dem Verhaltnis wie beim Zyklus 12:12. Beim Zyklus 6:6 — 
wurden in jeder Generation etwa die Halfte der Sporangientrager gebildet; 
die beiden Generationen ergaben aber zusammen ungefahr dieselbe Zahl] 


Tabelle 3. Gesamtzahlen der in 60 Std abgeschleuderten Sporangien in einigen Zyklen 
von 4:4 bis 16:16 (in je 2 Wiederholungsversuchen). 


GO Std “4:4 “(AS Dykens ee gk cele ge eel ale eae 66429 
60 Std 6:6 iS Zyelen) ne. vee WE toe roa: Be Meee 76773 
60 Std 8:8. .( 4 Zyklen), wy oc+ 9 eis ee S. Ges <tr ena 71818 
60 Std-10: 10. °—(3- Zyklen) eee ee ee ea eee tee eee 74897 © 
60. Std’ 12: 1222'S Zykion) YS 2 POR SORTS aa ees 77916 
60 Std 16:16 (2 Zyklen) 2...) Pe IRS FOROS Ser ae SNe 69889 


wie eine Generation im Zyklus 12:12. Entsprechend waren in drei Gene- 
rationen im Zyklus 4:4 etwa gleichviel Sporangientrager wie bei 12:12 
gebildet worden. Die Hohe der Kurve in Abb. 12 1a8t das auch schon er- 
kennen. Es bestand also eine Proportion zwischen der Anzahl] der tag- 
lichen Intervalle von Licht- und Dunkelwechsel und der Zahl der 
Sporangienabschitisse wahrend jedes einzelnen Intervalls. 


¢) Die Wirkung schwacher Lichtreize von verschiedener Dauer 

und Intensitat. 

Die kirzeste Lichtzeit betrug bei den vorstehenden Versuchen eine 
Stunde. Sie wurde im folgenden auf Sekunden und Bruchteile von Se- 
kunden herabgesetzt. Die Pilze erhielten einmal innerhalb 24 Std 1/,, 
bzw. 4/19) bzw. 4/s99see Licht von 100 Lux. In allen drei Fallen traten 
periodische Reaktionen bei den Pilzen ein (Abb. 12). Vor allem die Belich- 
tung von 1/,, sec léste ein sehr starkes AbschieBen von Sporangien mit 
einem Maximum 33 Std nach der Belichtung aus. Bei 1/19) sec war das — 
Maximum auch noch sehr ausgeprigt, aber weniger hoch und trat erst 
nach 36 Std auf. Bei !/,9) see war es zwar noch vorhanden, aber wesentlich 
undeutlicher und lag auch etwa 36 Std nach dem Lichtblitz; die Kurve 
am 1, und 2. Versuchstag hatte allerdings einen so breiten Riicken, daB 
das Maximum auch noch etwas spater liegen kénnte. 

Wurde die Lichtintensitiét auf 1000 Lux erhéht, so traten die Maxima 
friiher auf, nimlich nach 33 Std bei Belichtung mit 1.99 Sec und nach 
30 Std bei Belichtung mit 4/,99 bzw. 4/15) sec. 

In einer anderen Versuchsgruppe wurde die Belichtungsdauer auf 
1 see erhéht und die Lichtintensitat variiert: 1500; 10; 1; 0,5; 0,3 und 
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0,1 Lux. Bei 1500 Lux verlief die Kurve ebenso wie in Parallelversuchen 
mit Belichtungen von der gleichen Intensitiit wihrend einer Stunde. Das 
Maximum trat nach 251/, Std auf. Bei 10 Lux wahrend einer Sekunde 
wurde die Entwicklungszeit aber schon auf 30 Std erhéht. Bei den 
schwacheren Lichtintensitéten wurden die Kurven sehr flach (Abb. 13) 
und die Maxima waren umso weniger ausgepragt, je geringer die Licht- 
intensitat war. Bei 0,1 Lux und 

Lichtolitz einer Sekunde war iiberhaupt keine 
Periodizitat der Entwicklung mehr 
zu erkennen; die Pilze schleuderten 
wie im Dauerdunkel fortwahrend 
Sporangien ab. Die Entwicklungszeit 
war noch mehr hinausgezégert: Die 
Maxima der Abschiisse lagen bei 
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Anzahl der Sporangienabschisse je 3 Stunden 


Anzahl der Sporangienabschisse je 3 Stunden 


3 
Uhrzeit Uhrzeit 
Abb. 13. Lichtblitze von 1 sec bei einer Be- 
Jeuchtungsintensitét von 1 Lux in Kurve 7, 
0,3 Lux in Kurve JJ und 0,1 Luxin Kurve I/I. 


Abb. 12. Lichtblitze bei einer Lichtintensitat 
von 100 Lux. Kurve J: 4/,) sec, Kurve II: 
Moo sec, Kurve II1: */299 sec. 


rster Lichtblitz 24 Std vor dem hier eingetragenen Lichtblitz. Ausschnitte aus vorhandenen 


Versuchskurven. 


1, 0,5 und 0,3 Lux 36 Std nach dem Lichtblitz. Higenartigerweise steigerte 
sich die Hohe des Maximums bei | Lux nach mehrmaliger Einwirkung 
wesentlich, ohne da ein Grund dafiir ersichtlich gewesen wire. 

In Tab. 4 sind alle Ergebnisse der Versuche mit verschiedenen Licht- 
intensitaten bei verschiedenen Hinwirkungszeiten zusammengefaft. Es 
zeigt sich, da®B die giinstigste Wirkung des Lichts bei 1 sec mit 1500 Lux 
beginnt, die Entwicklungszeit betragt dort nur 26 Std. Bis zu einer vier- 
stiindigen Einwirkungsdauer von 1500 Lux (wie aus friiheren Versuchen 
hervorgeht) bleibt die Entwicklungszeit 26 Std, dann steigt sie auf 
29 Std an. Wenn bei gréRenordnungsmiaBig gleichen Beleuchtungsinten- 
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Tabelle 4. Entwicklungszeiten (in Stunden) bei verschiedenen Lichtintensitéten und 
verschiedenen Lichtzeiten. Darunter Lichtmenge in Luxsekunden (kursiv). 


Belichtungszeit 
papers netics |e e eee LAI I ES SS nn 
| "Iao0| */10 | “Ite | 4 ceg ——|10 sec! 30 sec |60sec| 3600sec | 3Std | 12 Std 
sec £eC sec 
ee) cee Pieced ie aed eee oe ee 
Lux 26 26 26 26 29 
1500 1500 45000 5400000 | 16 Mill. | 64 Mill. 
33 | 30 | 30 
1000 1's | 10 | 100 
36 | 36 |33 
00 hoist Meta 
27—30 
2 3 378000 
Gl 40 30 27 30 
8] : 10 600 108000 
Aq 
Z 30 
eat 32400 
4 4 36 30 30 
2 1 3600 10800 
oO 
-Q 36 33 
2 Di tea 
36 «| 33 | | 
Pe oa 83 | 
keine | 
0,1 Periode | 36 od 33 
OT ad 1080 | 43200 


sititen kiirzer als eine Sekunde belichtet wird, verlingert sich die Ent- 
wicklungszeit auf 30—33 Std und bei Herabsetzen der Beleuchtungs- 
intensitat auf 100 und weniger Lux sogar bis auf 36 Std. 


Die Ergebnisse der Tabelle lassen sich am besten durch eine graphische 
Darstellung ausdriicken (Abb. 14). Verbindet man in einem Koordinaten- 
system (Abszisse: Belichtungszeit, Ordinate: Lichtintensitat) alle ein- 
gezeichneten Punkte gleicher Entwicklungszeiten durch umfassende 
Linien, so liegen die langsten Entwicklungszeiten (36 Std) in einem Felde 
etwa um das Gebiet von 1 Luxsekunde (linke Ecke der Abbildung). Die 
Entwicklungszeiten von 33 Std liegen etwa im Gebiet um 10 Luxsekun- 
den, sie fallen bei niederen Intensititen aber aus der Reihe und reichen 
in das Gebiet von 1000 Luxsekunden hinein. In noch stiirkerem MaBe ist 
das bei 30 Std Entwicklungszeit der Fall, die von 10 Luxsekunden bis 
100000 Luxsekunden bei absinkender Intensitit und wachsender Zeit 
hiniiberreicht. Die optimalen Entwicklungszeiten sind alle im Bereich 
der Lichtintensitaéten von 1000 und 1500 Lux, und erst wenn diese Inten- 
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sitaten lingere Zeit (mehr als 4 Std) einwirken, macht sich der hemmende 
HinfluB des Lichtes bemerkbar. 

Zwischen 0,1 und 100 Luxsekunden nimmt also die Entwicklungszeit 
in groBen Ziigen mit zuanehmender Belichtungsmenge ab und ist bei den 
hoheren Lichtmengen im allgemeinen kurz, sofern die angewandte Licht- 
intensitaét stark ist; bei schwacheren Intensititen kommt es aber zu Ver- 
zogerungen, entweder infolge der bei diesen Intensititen erforderlichen 
Belichtungszeiten oder aber wegen der Schwiiche des Lichtreizes selbst. 


~_ 


Belichtungsintensitat J 
3 


Ss 
~ 


7 10 700 1000 70000 sec 
Belichtungszeit t 


G07 oO 


Abb. 14. Entwicklungszeiten (in Stunden) in Abhangigkeit von der Lichtmenge (Luxsekunden), 
Die Bereiche gleicher Entwicklungszeiten sind zu Feldern zusammengefaBt. Intensitat und Zeit 
beide logarithmisch aufgetragen. Geraden gleicher Lichtmengen laufen unter 45°. 


b) Temperaturversuche. 


Die ersten Versuche sollten zur Orientierung dienen, in welchem Tem- 
peraturbereich iiberhaupt Sporangientrager erzeugt werden. Die genaue 
untere Grenze wurde nicht ermittelt; sie liegt zwischen + 11° und 
+ 15°C, bei 11° traten keine Sporangien mehr auf, bei 15° wurden sie 
dagegen schon sehr iippig entwickelt. Die obere Grenze lag bei etwa 30°C. 

Kulturen, die dauernd derartig hohen Temperaturen ausgesetzt wurden. bildeten 
stark degenerierte Sporangientrager: sie blieben sehr klein und die Membran ihres 
Sporangiums war nicht schwarz, sondern gelblich bis braun; sie schleuderten ihre 
Sporangien auch nur noch selten ab, meist sank der ganze Trager nach der Sporangien- 
reife in sich zusammen und das Sporangium lag auf dem Substrat, noch fest mit 
der subsporangialen Blase verbunden (vgl. Pauua, 1900). 


Die weiteren Versuche galten der Frage, ob Temperaturerhéhung 
periodische Sporangientriigerbildung auslésen kann. Erhohung um 1° C 
wihrend tiglich 12 Std rief im Dauerdunkel keine Periodizitat hervor, 
Temperaturwechsel um 5° C (also 12 Std bei 15°, 12 Std bei 20°) fiihrte 
jedoch zu periodischem Abschleudern der Sporangien. (ScHMIDLE hatte 
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bei seinen beiden in der Einleitung erwahnten Temperaturversuchen 
bei Temperaturerhohung um 4° C Periodizitat gefunden.) 

Die ersten Versuche wurden bei einer Grundtemperatur von 15°C — 
gemacht. Aus technischen Griinden konnte die Temperaturerhohung © 
sich nur iiber eine Stunde erstrecken. Die Dunkelkulturen wurden also — 
23 Std bei 15° gehalten, und dann wurde im ersten Versuch die Tempe- — 
ratur an drei Tagen wiihrend einer Stunde auf 20° erhéht. Diese eine 
Stunde TemperaturerhGhung um 5° war ausreichend (Abb. 15), perio- 
dische Sporangientragerentwicklung hervorzurufen. Zwar findet man 
bei der Grundtemperatur von 15°C im Dunkeln einen dauernden Ab- | 
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Abb. 15. Einstiindige Temperaturerhéhung von 15° C auf 20° C, 25°C und 30° C. 
Grundtemperatur 15° C. 


schuB von Sporangien, aber die durch die Temperaturerhéhung ausge- 
losten Maxima waren doch sehr deutlich; sie lagen 33—36 Std nach der 
Temperaturerhdhung. Nach Beendigung der tiaglichen Erwiairmung 
dauerte das periodische SchieBen noch zweimal an, dann folgte wieder 
unperiodisches Abschleudern der Sporangien. Die Lage der beiden letzten 
Maxima bei konstanter Temperatur von 15° zeigte noch etwas Neues, sie 
waren nimlich 36 Std voneinander entfernt, wiihrend alle vorhergehenden 
Versuche, die bei 22° C ausgefiihrt worden waren, im Dauerdunkel eine 
etwa 24stiindige Periodizitit gezeigt hatten, ganz gleichgiiltig, wie lange 
vorher, vom Licht abhiingig, die Entwicklungszeit gewesen war. Diese 
Abweichung kommt vermutlich daher, daB die niedrige Temperatur 
die Gesamtentwicklung des Pilzes verlangsamt hatte. 

Bei den beiden niaichsten Versuchen (Abb. 15), die ebenfalls bei 15° C 
Grundtemperatur und mit einer Reiztemperatur von 25°C bzw. 30°C 
angestellt wurden, war die Periodizitat in der folgenden Zeit konstanter 
Temperatur auch auf 36 Std erhoht. Wahrend des rhythmischen Tempe- 
raturwechsels aber lagen die Maxima nur 24 Std voneinander entfernt: 
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_ Die einstiindige Temperaturerhéhung, die zu Beginn und am Ende der 
Entwicklung je einmal einwirkte, beschleunigte den gesamten Ablauf der 
Entwicklung also so stark, da sie dem 24stiindig induzierten Rhythmus 

_ folgen konnte. Die graphische Darstellung in Abb. 15 zeigt auBerdem, 
daB die Entwicklung umso mehr beschleunigt wird, je groBer die Tempe- 
raturerhéhung ist. Auch zeigte es sich, daB 30°C, wenn sie nur eine Stunde 
téglich einwirkten, keine Degenerationserscheinungen hervorriefen; die 
Ausbildung der Sporangien war normal. 

Bei 20°C Grundtemperatur und einstiindiger Erhéhung auf 25° und 
30° C (Abb. 16) zeigt sich die stirkste Verkiirzung der Entwicklungszeit, 


Temp.-Anderung 


sse Je Stunde 
as 
“4 Ss 
BAS 


~“ 


NSS 
N 


CASS 
WG, 


Anzahl der Sporangienabsch 


if 2 Sh 4, 5. Versuchstag 


Abb. 16. Hinstiindige Temperaturerhéhung von 20° C auf 25° C und 30° C und einstiindige 
Temperaturerniedrigung von 20° C auf 15° C. Grundtemperatur 20° C. 


die bisher in Erscheinung trat. Sie betrug nur 241/, Std; das Maximum 
fiel immer genau in die Mitte der einsttindigen Temperaturerhohung. Die 
Temperaturwechsel riefen nachwirkend noch bis zu drei Maxima hervor, 
die alle 24-25 Std auseinander lagen. Bei einem weiteren Versuch mit 
20°C als Grundtemperatur wurde die Temperatur auf 15°C gesenkt. 
Auch dadurch wurde (Abb. 16) periodisches SchieBen ausgelést. Die 
Entwicklungszeit betrug 33—36 Std, und die Maxima waren relativ 
niedrig bei ziemlich reichlichem Dauerabschu8 von Sporangien. Die 
Periodizitit unter konstanten Bedingungen im Dauerdunkel war wieder 
24stiindig. 


Vercuche mit 25°C Grundtemperatur (Abb. 17) im Wechsel mit 15° und 20°C 
ergaben ein entsprechendes Bild. Die Maxima waren etwa 33 Std vom Beginn der 
Temperaturerniedrigung entfernt und lagen unter sich etwa 24 Std auseinander. 
Bei Temperaturerhéhung von 24° auf 30° C waren die Ergebnisse entsprechend 
denen bei Erhéhung von 20° auf 30°C. 


Es fragte sich nun, ob bei den Versuchen mit einstiindiger Temperatur- 
erniedrigung wirklich die Abkiihlung die entscheidende Rolle spielte, 
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oder ob nicht die Wiedererwairmung nach der einstiindigen Abkth- 
lung die periodische Entwicklung veranlaBte. Da bei meinen Versuchen, im 
Gegensatz zu SCHMIDLE, weder einmaliger Lichtwechsel noch einmaliger 
Temperaturwechsel zu rhythmischen Erscheinungen fithrte, konnte ein 
Vergleich zwischen einmaliger Temperaturerhdhung und einmaliger 
Temperaturerniedrigung keinen AufschluB iiber diese Frage geben. Da- 
gegen liBt das Verhalten beim 12stiindigen Wechsel von héherer und 
niedrigerer Temperatur vermuten, daB nur die Temperaturerhéhung ein 
gemeinsames Auswachsen der Wurzelblasen hervorruft. Sonst miSten 
ja in diesem Wechsel zwei Generationen von Sporangientragern gebildet 
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Abb. 17. Hinstiindige Temperaturerniedrigung von 25°C auf 15°C und 20°C und einstiindige 
Erhéhung von 25° C auf 30° C je dreimal durchgefiihrt ( | ). Grundtemperatur 25° C. 
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werden, die eine hervorgerufen durch die Erwirmung und die zweite, 
12 Std spiter, durch die Abkihlung. Dies war aber nicht der Fall. 

Das es trotzdem modglich ist, zwei Sporangientrigergenera- 
tionen innerhalb 24 Std auch durch Temperaturreize zu erhalten (ent- 
sprechend dem Zyklus 6:6 beim Licht-Dunkelwechsel) zeigte ein Versuch 
mit zweimaliger taglicher Temperaturerhéhung wihrend einer Stunde 
von 20 auf 30° C (Abb. 18). Hier traten zweimal tiglich Maxima auf, die 
wieder, wie bei der tiglich einmaligen Temperaturerhéhung, in der Mitte 
der einen Stunde Erwiirmung lagen. Auch hier wurde, wie bei den Ver- 
suchen mit Licht, die anschlieBende Periodizitit, nachdem kein Reiz 
mehr vorlag, 24stiindig. 

Die Verhiltnisse entsprechen also durchaus denen bei Lichteinwirkung. 
Der Beginn der Temperaturerhéhung war entscheidend. Wirkte 
die erhdhte Temperatur nur kurz ein, wurde die Entwicklungszeit ab- 
gekirzt; wirkte sie lange ein, wie bei den Versuchen mit einer Stunde 
Abkiihlung, so wurde die Entwicklungszeit verlangert und die Aus- 
bildung stark ausgepriigter Maxima vermindert, wie es bei Versuchen mit 
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langen Lichtzeiten (21 Std) auch der Fall war, jedoch mit dem Unter- 
schied, da eine Stunde Dunkelheit nicht mehr zur Ausbildung rhyth- 
mischer Erscheinungen ausreichte. 

Blickt man noch einmal auf die Versuche mit der Grundtemperatur 
15° C zuriick, bei denen die Gesamtentwicklung der Sporangientrager 
stark verz6gert war, so kénnte man annehmen, da8 die Entwicklung bei 
héherer Temperatur beschleunigt wiirde. Eine Abkiirzung der Entwick- 
lungszeit unter 24 Std trat aber nicht ein, auch bei 25° C Grundtempe- 
ratur betrug sie nicht weniger als bei 20° C. 


Datum: 26.1X. 
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Abb. 18. Hinstiindige Temperaturerhéhung von 20°C auf 30°C zweimal taglich (alle 12 Std). 
Erste Temperaturerhéhung am 25. 9. um 9 Uhr, letzte am 28. 9. von 9—10 Uhr. 


II. Besprechung der Ergebnisse. 


Die vorstehenden Untersuchungen zeigen, da die Sporangientrager- 
bildung von Pilobolus sphaerosporus in weitgehendem Mae von Um- 
weltsfaktoren gesteuert wird. Da Licht- und Temperaturreize viel starker 
wirksam sind als innere Faktoren, ist es oft schwer, einen endonomen 
Charakter der Rhythmik zu erkennen. 

Nach Prerrer (1915) und Binnrye (1932) ist ein Vorgang endonom, der auch 
dann periodisch verlauft, wenn der auslésende Reiz nicht mehr periodisch vor- 
liegt, oder wenn er sich nicht jedem beliebig kurzen Beleuchtungsrhythmus an- 
paBt, sondern ihm nur bis zu einer fiir die verschiedenen Arten spezifischen unteren 
Grenze folgt und, wenn diese tiberschritten wird, in den angenaherten 24-Std- 
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Rhythmus zuriickfallt (Prerrer, 1915, Sropret, 1916, Biinnine, 1932, KiLErN- 
HOONTE, 1932, FutiaEen, 1949, und BUNsow, 1953). ’ 

Fir Pilobolus sp aerosporus hat ScuHMIDLE (1950) gefunden, da in- 
konstanter Dunkelheit, die auf periodische Licht- oder Temperatur- 
wechsel folgte, endonome Faktoren zum Ausdruck kamen. Er hat die 
Lichtzyklen 12:12, 15:15, 6:6 und 3:9 untersucht und hat in Uberein- 
stimmung mit den obigen Ergebnissen im Dauerdunkel 24stiindiges 
periodisches SporangienabschieBen bekommen, wahrend in der voran- 
- gegangenen rhythmischen Beleuchtung jeder Lichtbeginn die Bildung 
einer Sporangientragergeneration ausléste. Auch schon nach einmaliger_ 
lingerer (72 Std) oder kiirzerer (bis zu 9 Std) Einwirkung von Licht be- 
obachtete ScumrpLE ebenfalls periodische Sporangienabschtisse im 
Dauerdunkel. Dies Verhalten war bei keinem der in dieser Arbeit ver- 
wandten Stiimme zu reproduzieren. Um periodische Sporangienbildung 
im Dauerdunkel zu bekommen, muBte an 3 hintereinanderfolgenden 
Tagen mindestens einmal taglich ein Reiz vorgelegen haben. Auch war 
die Reaktion des ScumrpLeschen Stammes auf Licht grundsiatzlich 
anders: Im Licht wurden viel mehr Sporangien gebildet als in der 
Dunkelheit. Im groBen ganzen aber lassen sich die hier gefundenen 
Tatsachen mit den Ergebnissen von ScHMIDLE gut in Einklang 
bringen. 

Ein Vergleich tagesperiodischer Vorgiinge bei Pilobolus mit den rhyth- 
mischen Erscheinungen héherer Pflanzen ist deshalb schwierig, weil man 
reversible Erscheinungen des Formwechsels mit Perioden der Form- 
bildung oder Entwicklung vergleichen mu8. Auch wenn man von 
der Bewegungsrhythmik der Bliitenpflanzen absieht und elementare 
periodische Vorgiinge in der Zelle betrachtet, z. B. Anderung der Aciditat 
(BUnnine, 1932), der Fermenttitigkeit (EHRENBERG, 1950), der Atmung 
(Scumirz, 1951) oder der Plastidenform (Buscu, 1953), lassen sich keine 
direkten Parallelen ziehen. 

Die taiglich neue Periode der Formbildung erinnert eher an die Frucht- 
kérperbildung anderer Pilze. Bei Coprinus, Pyronema u. a. ist z. B. die 
Fruchtkérperbildung von Licht, Temperatur oder mechanischen Reizen 
abhingig (STIEFEL, 1952, VoRDERBERG, 1949, BUNNING, 1948, Borris, 
1934, WincHULLA, 1932). Die sensible Periode des Mycels von Pyronema 
confluens, wihrend der durch Belichtung in den Hyphen ein rosa Pig- 
ment entsteht, wurde schon von BUNNriNG zu der Carotinanhiufung in 
den Trophocysten von Pilobolus in Beziehung gebracht. Bei Pilobolus 
erystallinus war, wie bei Pyronema die Belichtung der carotinreichen 
Trophocysten zur Weiterentwicklung nétig. Aber auch Pilobolus sphaero- 
sporus durchlief diese sensible Periode, wie sich aus den Versuchen ergab, 
bei denen nach mehrtigiger Dunkelheit Licht viele ,,angesammelte“ 
Trophocysten zum Auswachsen veranlafte. Im Gegensatz zu Pyronema 
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wurden aber bei Pilobolus sphaerosporus nach langerer Zeit auch ohne 
Reiz Sporangientrager gebildet. 

Das fortwahrende Erscheinen neuer Wurzelblasen und auch die un- 
periodischen Sporangienabschiisse im Dauerlicht oder im Dauerdunkel 
lassen schlieBen, daB die sensible Periode bei Pilobolus mit zeitlich 
verschobener Phasenlage tiber das Mycel verteilt war. Im Sta- 
dium der Trophocysten schien eine Wachstumshemmung eingetreten zu 
sein, die durch Licht- oder Temperaturreize tiberwunden werden konnte. 
Alle vorhandenen Trophocysten wuchsen nach einem solchen Reiz gleich- 
zeitig aus, gleichgiiltig, wie lange vorher sie schon gebildet waren. Die 
Phasen wurden durch den Reiz synchronisiert, die Sporangientriiger- 
bildung erfolgte gemeinsam. 

AuBer dieser ersten, die gemeinsame Sporangientragerent- 
wicklung einleitenden Wirkung des Lichtes geben die Versuche Auf- 
schluB iiber die zweite, die Entwicklung hemmende Wirkung, 
die sich in zweierlei Weise bemerkbar machte: Erstens verlingerten lange 
Lichtzeiten die Entwicklungszeit und zweitens verminderten sie die Zahl 
der Sporangien. Die Versuche bei 24 Std Zyklusdauer zeigten, daB die 
optimale Linge der Lichtzeit zwischen 1 und 4 Std lag. In den Zyklen 
1:23 und 4:20 war die Entwicklungszeit am kiirzesten (25—25'% Std) 
und die Zahl der taglich abgeschossenen Sporangien am groBten. Mit 
zunehmender Belichtungszeit verlangerte sich die Entwicklungszeit bis 
zu 32 Std im Zyklus 21:3; die SporangienabschuBzahlen wurden gerin- 
ger, bis sie im Zyklus 21: :3 weniger als die Halfte von denen im Zyklus 
1:23 betrugen. Die Zahl der Sporangien im Zyklus 23:1 entsprach der 
im Dauerlicht. Periodizitat trat bei 3 Dunkelstunden nur sehr schwach, 
bei einer Dunkelstunde gar nicht mehr auf. 

Die rhythmischen Erscheinungen im Dauerdunkel, das den periodi- 
schen Beleuchtungswechseln folgte, waren 24stiiadig. Man kann daraus 
aber noch nicht ohne weiteres auf endogene Faktoren schlieBen, denn 
der Raiz lag ja ebenfalls in 24stiindigen Perioden vor. 

Der Ubergang in die 24stiindige Sporangientragerbildung im 
Dauerdunkel nach Zyklen von kirzerer oder langerer Gesamtdauer 
als 24 Std ist dagegen als ein Boweis fir das Vorhandenszin einer endo- 
genen Rhythmik anzuszhen. Die Versuche in den Zyklen 4:4 bis 18:18 
zeigten Entwicklungszeiten und Sporangienabschufzahlen, die dem Ver- 
haltnis 1:1 von Licht und Duokelheit entsprachen. Die Bildung neuer 
Sporangientriigergenerationen wurde von jedem Lichtbeginn eingeleitet, 
die Weiterentwicklung verlief dem Zyklus 12:12 entsprechend, gleich- 
giiltig, ob das Licht in kleinen Portionen, wie beim Zyklus 4:4 tiber die 
ganze Zeit der Eatwicklung bis zum Sporangienabschuf immer wieder, 
oder wie bei 18:18 nur einmal einwirkte. Hieraus konnte man entnehmen, 
daB sich eine Parallele zum Vorhandensein einer photophilen und 
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skotophilen Phase bei Bliitenpflanzen (BUNNING, 1949, EHRENBERG, 
1950 und Binsow, 1953) nicht ziehen 1éBt. Die Versuche mit wahrend 
einer lingeren Dunkelperiode eingeschaltetem ,,Stérlicht“ bestatigen 
dies zum Teil. Einstiindiges Stérlicht in einer 15stiindigen Dunkel- 
periode wirkte in jedem Fall verlangsamend auf die Entwicklung, gleich- 
giiltig, in welcher Entwicklungsphase es die in Bildung begriffenen Spor- 
angientriger traf. Fiir das Vorhandensein einer photophilen und skoto- 
philen Phase kénnten aber die beiden letzten Stérlichtversuche sprechen, 
bei denen 3stiindiges Stérlicht am Anfang und in der Mitte der Dunkel- 
periode verschieden wirkte: Am Anfang verlangsamte es die Entwick- 
lung der Sporangientrager und in der Mitte rief es eine neue Sporangien- 
tragergeneration hervor. 

Der periodische Wechsel von 2 Std Licht und 2 Std Dunkelheit, der 
zunachst wie Dauerlicht zu wirken schien, léste im Gegensatz zu Dauer- 
licht im anschlieBenden Dauerdunkel rhythmisches SporangienschieBen 
aus. Wahrend des Beleuchtungswechsels waren allerdings weder eine 
4stiindige Rhythmik, noch die bei Bliitenpflanzen bekannten Uberginge 
zur 24stiindigen Rhythmik aufgetreten. Die rasch aufeinanderfolgenden 
Licht-Dunkelwechsel lieBen rhythmische Vorginge erst in der folgenden 
Dunkelheit zum Ausdruck kommen. Hier konnte also ein ,,AnstoBen“ 
der endogenen Rhythmik im Sinne BUnninGs erfolgt sein. 

Weitere Versuche sollten Aufschlu8 geben tiber eine dritte Kompo-_ 
nente der Lichtwirkung, namlich die Beschleunigung des Sporangien- 
abschieBens durch Licht, das die reifen Sporangientriiger im Endstadium 
der Entwicklung traf. Die Beobachtungen CorMANs (1861) und Bty- 
NINGs (1938) tiber beschleunigten Abschu8 nach Einschalten von Licht 
konnten mit den hier angewandten Beleuchtungsintensititen nicht be- 
staitigt werden. BUNNING weist allerdings schon darauf hin, daB der Spor- 
angienabschu8B durch Einschalten von Licht nicht in so starkem MaBe 
gefordert wurde, wie er nach CommMans Beschreibungen erwartet hatte. 
Bei den obigen Versuchen zeigte die Lage der Maxima im Zyklus 1:47, 
daB der Sporangienabschuf der im reifen Stadium beleuchteten Spor- 
angien nicht frither erfolgte als dann, wenn die reifen Sporangien kein 
Licht erhielten, Der Versuch im Zyklus 2:27 zeigte auSerdem bei dem 
giinstigen Beleuchtungswechsel von einer sehr langen Dunkelzeit mit 
einer optimalen Lichtzeit von 2 Std eine Entwicklungszeit von nur 
24 Std, die der Rhythmik im Dauerdunkel entsprechen diirfte. 

Die auBerordentlich exakte Reaktion von Pilobolus sphaerosporus auf 
Lichteinwirkungen lief vergleichende Versuche auch bei schwachen 
Lichtreizen zu. Wenn man ‘die Entwicklungszeit als MaB fiir die Wir- 
kung des Reizes benutzt, findet man ahnliche Verhiltnisse wie beim 
Phototropismus oder bei anderen Lichtwachstumsreaktionen. Zahlreiche 
Autoren (z. B. BLaauw, 1915, Gussner, 1936, OEHLKERS, 1926, HARDER 
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u. Bonu, 1943) haben die Giiltigkeit des Reizmengengesetzes an den ver- 
schiedensten Objekten fiir kleine Bereiche festgestellt. Fat man die 
eigenen, bei Beleuchtungsintensitaten von 0,1—1500 Lux mit Belichtungs- 
zeiten Von 1/s99 sec bis 12 Std kombinierten Versuche zusammen, so findet 
man ebenfalls, daB die Entwicklungszeiten nur im Bereich kleinster Licht- 
mengen dem Produktengesetz i-t. folgten. Eine gréBere Anzahl von Lux- 
sekunden lieB sich nicht mehr beliebig kombinieren, die Entwicklungszeit 
wuchs mit abnehmender Belichtungszeit und zunehmender Intensitit. 

Nach Binnine (1943 und 1948) kénnen Temperaturreize ahnlich 
wie Lichtreize zu tagesperiodischen Bewegungen bei héheren Pflanzen 
fihren. Von den beiden Temperaturversuchen ScHMIDLEs, in denen beim 
ersten ein 12:12stiindiger Wechsel von 21° C und 25° C und beim zwei- 

_ten eine einmalige TemperaturerhOhung von 21° C auf 25°C im Dauer- 
dunkel periodisches AbschieBen veranlaBte, zeigte nur der erste das 
gleiche Ergebnis mit den hier verwandten Stéimmen. Die Wiederholung 
des zweiten Versuches ergab, wie auch die mit einmaligem Wechsel von 
Licht und Dunkelheit, kein rhythmisches SporangienabschieBen. Auch 
bei der Temperatur muBte ein periodisch wiederkehrender Reiz minde- 
stens 3mal hintereinander vorgelegen haben; dann léste eine tigliche 
Temperaturerhohung um 5° C rhythmische AbschuBerscheinungen aus. 
Hier zeigte sich auch beschleunigter SporangienabschuB als Wirkung des 
zweiten Reizes auf die schon reifen Sporangientrager. Ferner konnte er- 
mittelt werden, da8 die fiir die Entwicklungszeit optimale Temperatur 
bei 20—25° lag. Bei niedrigerer Temperatur wurde die Entwicklungszeit 
verlangsamt, wie aus der periodischen Sporangientragerbildung, die dem 
periodischen Temperaturwechsel folgte, hervorging; die Maximalagen dann 
36 Std auseinander, die Entwicklungszeit war also auf 36 Std verlingert. 
Wahrend der vorhergehenden taglichen Temperaturerhohung betrug die 
Entwicklungszeit aber im Falle der Erwirmung von 15 auf 30°C nur 
27 Std. Die Differenz von 9 Std muBte demnach in den 2 Std, wahrend 
der die Kulturen auf 30°C erwirmt worden waren, aufgeholt worden sein. 
Das entspricht etwa einer Beschleunigung auf das 44fache bei einer 
Temperatursteigerung um 15°C, und damit auch dem sonst gefundenen 
Temperaturkoeffizienten von 2—3 bei 10° Temperaturerhéhung. Bei op- 
timaler Temperatur trat 24stiindige Rhythmik auf, und die Entwicklung 
wurde nicht auf noch kiirzere Zeit beschleunigt. 

Ein 12stiindiger Zyklus lieB sich, entsprechend dem Lichtzyklus 6:6 
induzieren; er ging wie dort in die 24stiindige Rhythmik tiber, wenn kein 
Reiz mehr vorlag. 

Man kénnte sich vorstellen, daB die endogene Rhythmik durch den Ab- 
schuB der Sporangien selbst, und zwar den gleichzeitigen Abschu8 vieler 
Sporangien, der als Reiz fiir die nichste Generation wirkt (Stoffwechsel- 
produkte?), gesteuert wird. Bei Zyklen von kirzerer als 24sttindiger 
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Gesamtdauer kénnte der letzte gemeinsame Sporangienabschu®, der durch 
Licht- oder Temperaturwirkung zustandekam, die Rhythmik auslésen. 
Aber auch eine solche Uberlegung wiirde nicht erklaren, warum nach dem 
Zyklus 2:2 im anschlieBenden Dauerdunkel der 24 Std-Rhythmus auftritt. 


Zusammenfassung. 
1. Dauerlicht und Dauerdunkel ohne vorhergegangene periodische 
Beleuchtung verhinderten periodische Sporangientragerbildung. 


2. Nach 3tagiger periodischer Beleuchtung in den Zyklen 23:1, 21:3, 
15:9, 12:12, 9:15, 6:18, 4:20 und 1:23 traten rhythmische Erscheinun- 
gen auch im Dauerdunkel auf, nicht aber im Dauerlicht. Die Periodizitat 
des Sporangienabschusses war im Dauerdunkel angenahert 24stindig. 
Nach nur 1- oder 2tagiger periodischer Beleuchtung traten auch i 
Dauerdunkel keine rhythmischen Erscheinungen auf. 

3. In den Licht-Dunkelwechseln 4:4, 6:6, 8:8, 10:10, 16:16 und 
18:18 regte jeder Lichtbeginn die Bildung einer neuen Sporangientriger- 
generation an. Die Periodizitét folgte dem induzierten Rhythmus. Sie 
ging aber im nachfolgenden Dauerdunkel in den 24-Std-Rhythmus tiber. 

4. Im Zyklus 2:2 wurde die periodische Sporangientragerbildung 
unterdriickt, erst im anschlieS2nden Dauerdunkel trat rhythmisches 
SporangienschieBen in 24stiindiger Periodizitat ein. 

5. Auch sehr kurze Lichtreize, bis hinab zu 4/3), sec (bei 100 Lux) und 
sehr geringe Lichtintensitiiten bis hinab zu 0,3 Lux (bei 1 sec) ver- 
mochten periodischen SporangienabschuB zu induzieren. Das Reiz- 
mengengesetz galt dabei nur fiir einen sehr kleinen Bereich. 

6. Lange Lichteinwirkungen verlaingerten die Entwicklungszeit und 
verminderten die Zahl der gebildeten Sporangien. 

7. Einmaliger Wechsel von langer Lichtzeit und dauernder Dunkel 
zeit regte keine rhythmischen Sporangienbildungen an. 

8. 1 Std Stérlicht, das im Zyklus 9:15 in die 15stiindige Dunkelzeit | 
eingeschaltet wurde, verlingerte die Eatwicklungszeit der Sporangien- 
trager, und zwar je nach dem Zeitpunkt der Einschaltung in verschieden 
starken Grade. 

9. Temperaturerhdhung um 5° C léste bei tiiglich 1 Std Einwirkung 
periodische Sporangientragerbildung aus. Nach 3 Tagen mit Temperatur- 
wechseln erfolgte im Dauerdunkel bei konstanter Temperatur noch 3 bis” 
4 Tage lang periodisches Sporangienabschleudern im 24-Std-Rhythmus. 

10. Bei periodischer Temperaturerniedrigung um 5 oder 10°C léste_ 
nicht die Abkithlung, sondern die der Istiindigen Abkihlung folgende 
Wiedererwirmung periodische Sporangientrigerbildung aus. 

11. Die inneren Faktoren kamen nur zur Wirkung, wenn sie durch 
periodische AuBenreize angestoBen wurden; sie konnten durch AuBen- 
einfliisse sehr stark tiberlagert sein. 


: 
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Herrn Professor Harper bin ich fiir die Anregung zu dieser Arbeit und die stete 
Unterstiitzung bei ihrer Ausfiihrung zu groBem Dank verbunden. 
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I. The eultivation of Thiobacillus denitrificans. 


During the course of an investigation of the carbon dioxide assimilation | 
by representatives of the genus Thiobacillus it became desirable to 
compare the behavior of 7’. thioparus and 1. thiooxidans with that of 
T. denitrificans. This made it necessary to isolate pure cultures of the 
last-named organism. It soon became apparent that the procedures used 
by BrtsErtnck, LresKE, and GEHRING, the only investigators who had 
previously reported on the successful isolation of pure cultures, could 
be considerably improved by the introduction of some small but signifi- 
cant modifications. In view of the fact that 7’. denitrificans has not been 
generally available, and that S1yvpERIUS, as late as 1946, reported to 
have failed completely in his attempts at isolating this bacterium in pure 
culture, we here present a description of the method which, in our 
hands, has given eminently satisfactory results, along with the reasons 
for adopting the specific changes. 

Experiments on some physiological and biochemical properties of the 
isolated strains have broadened our knowledge of this remarkable bac- 
terium; the results obtained are treated in subsequent sections. They 
may serve to show that 7’. denitrificans, now for the first time made 
easily accessible, possesses a number of characteristics which render it 
especially suitable for the study of certain unusual phenomena, 


1. Brief review of previous studies. 


Approximately a decade after WrnoGRrapsky had firmly established his revolu- 
tionary concept of chemosynthesis, initiated by his classical studies on the sulfur 
bacteria, and developed to its ultimate consequences through his investigations 
on the nitrification process (see WINOGRADSKY, 1949). BrtyERINCK (1904) provided 
the first evidence for the existence of chemosynthetic bacteria that can develop 
in the absence of oxygen. He observed that in glass-stoppered bottles, completely 
filled with an aqueous solution of MgCl,, K,HPO,, KNO,, and Na,CO,, containing 
a sediment of elementary sulfur and CaCO,, and inoculated with canal water or 
mud, a bacterial flora developed which caused an oxidation of the sulfur to sulfate, 
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accompanied by a reduction of the nitrate to nitrogen. Since carbonates constituted 
the only available carbon source, it was concluded that the cell substance was 
formed from CO, by chemosynthesis. 

BEIJERINCK named the bacterium responsible for the oxidation of sulfur by 
denitrification Thiobacillus denitrificans, thus distinguishing it from his 7’. thio- 
parus, another small, sulfur oxidizing organism which is morphologically very 
similar, but lacks the denitrifying capacity (NATHANSOHN, 1902; BetspRINcK, 1904). 
Although apparently no serious difficulties were experienced in isolating 7’. denitri- 
ficans in pure culture, the observation was made that pure cultures never developed 
as vigorously in the inorganic medium as did the crude cultures. The loss of vigor 
was later (BEIJERINCK, 1920) attributed to a gradual transformation of the strictly 
autotrophic form of the bacteria into a ,,physiological variant‘‘ with heterotrophic 
properties, a phenomenon which BrisERINCcK had earlier (1914) claimed for Nitro- 
bacter. This contention was challenged by WrnocrapskKy in 1922 (see WiNo- 
GRADSKY, 1949), and has never received convincing experimental support; espe- 
cially the careful researches of Kinama Boursus (1935) have done much to dispel 
the notion of such transformations in pure cultures of nitrifying bacteria. 

Surprisingly little attention has been paid to 7’. denitrificans. Only LinsKE 
(1912a, b) appears to have published an additional and detailed: account of the 
organism, based on elective and pure culture studies. He introduced the innova- 
tion of substituting thiosulfate for sulfur as the oxidizable substrate, and noticed 
that in the crude cultures, prepared in tall glass cylinders filled with clear medium, 
bacterial accumulations occurred at several levels, in the form of distinct and 
narrow bands. From this behavior LreskE concluded that the name, 7’. denitrifi- 
cans, if applied to all thiobacilli with denitrifying power, would probably comprise 
‘a variety of physiological races, characterized by their differential development 
under different oxygen tensions. By deliberately restricting the isolation of a pure 
culture to the type that produced an accumulation nearest the bottom of the con- 
tainer, LinskH procured a strain with somewhat anaerobic tendencies; it did not 
grow in media of satisfactory composition when the oxygen tension exceeded one- 
fifth that of the atmosphere. This fact is probably responsible for the allegations in 
the literature that 7’. denitrificans is a strict anaerobe. Lrmskn’s culture behaved like 
an obligatory autotroph; it could not be grown in the absence of an oxidizable 
‘sulfur compound, at the expence of organic substances. No special mention was 
made of a gradual loss in vitality of the culture, except for the statement that this 
does occur during prolonged cultivation of the organism on agar media; an ex- 
planation of this phenomenon was not attempted. 

A few years later GuHrine (1915) demonstrated the common occurrence of 
7. denitrificans in soils and other natural environments; he also reported the iso- 
lation of pure cultures, whose activity appeared much reduced compared to that 
of the crude cultures. , 


While the above-mentioned investigators showed that elective cul- 
tures can be easily established, they also indicated that the isolation of 
pure cultures is far more difficult. The invariable presence in the crude 
cultures of denitrifying bacteria unable to develop in strictly mineral 
media was emphasized particularly by LimsKn, and has recently been 
corroborated by SrspERIUS (1946). In fact, LizsKn’s first isolates were 
not chemoautotrophs at all, and S1spERIus could isolate none but 
heterotrophic denitrifiers from his crude cultures. This experience led 
SispERIus to the conclusion that the contaminants, mostly representa- 
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tives of Pseudomonas stutzeri, rapidly overgrow 7’. denitrificans. It must 
be admitted that the small amount of organic matter needed for a 
relatively copious development of P. stutzeri might readily account for 
the number of this organism encountered in the first crude cultures. 
Nevertheless, it seems difficult to believe that the rapid denitrification 
and concomitant oxidation of sulfur or thiosulfate to sulfate must 
actually be attributed to the activities of a minority organism in an 
essentially inorganic medium, especially because in a favorable environ- 
ment the rate of growth of 7’. denitrificans is far from low, and conta- 
mination with organic substances is quite limited. It seems far more 
reasonable to explain S1spERrvs’ results in a different manner; this will 
be attempted below. 


2. Experiments with crude cultures. 

Elective cultures for 7’. denitrificans were prepared by incubating glass-stop- 
pered bottles, completely filled with a medium composed of tapwater, 0.05% 
MgCl, - 6H,0, 0.1% K,HPO,- 3H,0, 1% Na,S,03-5H,0, 0.2% KNO,, and 0.2% 
NaHCO,, and severally inoculated with garden soil and two different samples of 
freshwater mud, at 30°. One further culture in a solution which contained, in ad- 
dition to the above-mentioned ingredients, 3°4 NaCl was inoculated with marie 
mud. 

After two weeks the contents of the bottles had become slightly turbid; 
a slow gas production, originating in the sediment, was evident; and 
titration with iodine showed that in all the bottles some thiosulfate had 
been decomposed. The small amount of liquid removed for the titrations 
was replaced with water, the completely filled bottles re-incubated, and 
periodically tested for residual thiosulfate. When no further decrease in 
thiosulfate concentration was noticeable, about ?/, of the liquid was 
poured off, and the bottles refilled with fresh medium. After a few days’ 
incubation gas evolution was resumed, accompanied by the disappea- 
rance of thiosulfate. The above-mentioned treatment was repeated until 
the cultures produced gas immediately after the addition of fresh medium. 
At this stage the liquid was no more than slightly turbid, and the gas 
bubbles still arose mainly from the sediment. 

Transfers were prepared by inoculating fresh medium in bottles with 
small amounts of the turbid liquid from the first cultures. At best these 
transfers developed very poorly. Subcultures in Lizskn’s medium! gave 
no better results. 

This outcome suggested that the organisms growing in the first cul- 
tures, which invariably showed greater activity than did the transfers, 
were developing at the expence of ingredients not supplied by the culture 
medium, but introduced with the mud or soil samples. Because denitri- 

1 H,0, 0.01% MgCl, -6H,O, 0.02% K,HPO,-3H,0, 0.5% Na,S,0,-5H,0, 
0.5% KNOs, 0.1% NaHCOs, and traces of CaCl, and FeCl,. 
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fication often leads to a virtually quantitative conversion of nitrate to Ny 
it was considered possible that the extremely slow growth was due to the 
absence in the culture medium of reduced nitrogen compounds that might 
be required for protein synthesis. Such a situation has actually been de- 
scribed by Rusakowa and BurKevicu (1941) who found that Achromo- 
bacterium arcticum, a marine organism which produces N, from nitrate 
and nitrite, cannot develop unless the medium contains an ammonium 
salt or amino acid. This consideration led us to add 0.1% NH,Cl to the 
medium, and indeed this permitted the establishment of actively denitri- 
fying subcultures. A further improvement of the culture solution resulted 
from supplementation with 0.001% FeCl,, or, even better, FeSO,. 

Thus the greater activity of our first crude cultures may be ascribed 
to a slow production of NH, by contaminants growing at the expence 
of organic matter present in the mud or soil used as inoculum. This 
would account for the failure of subcultures to grow, since the fresh 
medium was essentially devoid of organic substances. On this basis 
SIJDERIUS’ experience also becomes understandable, because the develop- 
ment of 7’. denitrificans in his culture media, too, would depend on the 
activities of other bacteria. 


With the improved medium experiments were conducted to determine the pr 
optimum for growth and gas production, and the appropriate concentration of 
phosphate buffer. The former was found to be in the range 6.0—7.2; the upper 
limit of the phosphate concentration appeared to be about 1%. 


3. Isolation and maintenance of pure cultures. 


The availability of a medium in which cultures of the denitrifying 
thiobacilli could be readily propagated in serial transfers also rendered the 
isolation of pure cultures an easy matter. 


For this purpose a solid medium was used, composed of tapwater with 2% agar, 
0.05% MgCl, - 6H,O, 0.1% NH,Cl, 0.5% Na,S,0,-5H,O, and 0.594 KNO,. Just 
before solidification solutions of phosphate, FeCl,, and NaHCO,, separately sterili- 
zed, and the last one satured with CO,, were added aseptically to yield final concen- 
trations of 0.1% K,HPO,-3H,0, 0.1% KH,PO,, 0.1% NaHCO,, and 0.0005% 
FeCl,; the px of the complete medium was approximately 7.0. 

Shake cultures as well as streak plates were prepared; the latter were incubated 
in vacuum desiccators filled with CO,, and evacuated to a final pressure of about 
50 mm Hg. The plate cultures proved the more satisfactory because the colonies 
were more easily accessible, and the entire plates could be examined under a micro- 
scope for details of colonial morphology. A characteristic feature of the organism 
is the precipitation of sulfur in the colonies. This was used to select the proper 
type of colony for replating. Suspensions from well-isolated colonies of homogeneous 
appearance were streaked on second plates, and this process was repeated whenever 
necessary until careful inspection at moderate magnification failed to reveal the pre- 
sence of more than one colony type. At this point the cultures were considered pure. 


Our experience with the agar plate cultures obtained from the bottles 
with fresh water media indicated that in each case only one colony type 
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was produced that gave consistently good growth on successive trans- 
fers. Furthermore, the three cultures isolated from the different sources 
were, as far as could be ascertained, identical; the macroscopic and 
microscopic appearance of the colonies, the morphological properties of 
the bacteria, and their physiological behavior exhibited no detectable 
differences. Since the fresh water cultures developed somewhat faster 
than the saltwater cultures, the latter were not pursued any further. 


Microscopic examination showed the bacteria to be highly motile, 
gram-negative, short rods, approximately 0.5 by 1.0 u. Spore formation 
has never been observed. These characteristics, together with the ability 
of the pure cultures to grow anaerobically in a strictly mineral medium 
containing thiosulfate and nitrate, in which they produce sulfate and N,, 
justify the conclusion that the pure cultures represent 7’. denitrificans 
BEIJERINCK, using this binominal in the rather broad sense of LresKE. 


In view of the results of experiments on the physiological properties 
of the freshwater strains the medium for their maintenance was later 
somewhat modified. 

The following composition has proved eminently satisfactory: Tapwater, 0.05% 
NH,Cl, 0.05% MgCl, - 6H,O, 0.2% KH,PO,, 0.5% Na,S,O,-5H,O, 0.2% KNOs, 
0.1% NaHCO,, 0.001% FeSO,-7H,O. For solid media 2% agar is added; the 
phosphate-, bicarbonate-, and FeSO,-solutions are separately sterilized, the last 
one in 0.1 n HCl; the py of the final medium is adjusted to approximately 7.0. 
Liquid cultures are conveniently prepared in glass stoppered bottles; agar cultures 
have been maintained as stabs. We have found that stab cultures in the above- 
described medium may remain viable for as long as two months. 


It will be evident that the above medium is also suitable for the preparation of 
the elective cultures. 


Il. Physiological characteristics of the isolated strains. 


1. Effect of oxygen. 


Compared to the culture isolated and studied in detail by Lieskgz, 
our strains are less sensitive to oxygen; all three develop normally when 
exposed to air at atmospheric pressure. Growth under these conditions 
does not require the presence of nitrate in the medium; only in anaerobic 
cultures is the development dependent on a supply of nitrate. On aero- 
bically incubated agar plates the rate of growth of 7’. denitrificans is 
about the same as that of the non-denitrifying 7’. thioparus and 1. thio- 
oxidans, as judged by the relative size of the colonies of the different 
organisms after incubation on suitable media for the same length of time. 

Present knowledge of the denitrifying bacteria indicates that they 
grow, without exception, at the expence of oxidative processes for which 
either O, or nitrate can be used as the ultimate hydrogen (or electron) 
acceptor. The behavior of 1’. denitrificans conforms to this pattern; a 
strictly anaerobic representative of this type has never yet been reported. 
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Transfer of 7’. denitrificans from a 4-day old, aerobically incubated 
agar plate to an anaerobic liquid medium develop and produce gas at 
approximately the same rate as do transfers from anaerobic cultures. 
But after several consecutive aerobically grown subcultures, the ability 
to grow anaerobically in nitrate solutions is lost. Such a loss of denitri- 
fying capacity by repeated transfer under aerobic conditions has also 
been observed for other denitrifying bacteria, and LrmsKn’s statement that 
T’. denitrificans loses its ‘vitality’ by growth on agar must probably be 
attributed to the same cause. Whether the phenomenon is the result of 
a selection of non-denitrifying mutants during continued cultivation in 
air, or of a gradual loss of the nitrate reducing enzyme system, has not 
been determined. 


2. Influence of organic substances. 


The few studies devoted to 7’. denitrificans suggest that this bacterium, 
like 7’. thioparus and 7’. thiooxidans, is an obligatory chemo-autotroph. 
However, a denitrifying Thiobacillus, capable of growing aerobically at 
the expence of organic substrates, has been reported by TruLPANova- 
Mosevicu (1930). In view of the existence of facultatively autotrophic, 
non-denitrifying thiobacilli, such as 7’. novellus, described by STARKEY 
(1934; 1935a, b), there is no reason to doubt the existence of facultatively 
autotrophic denitrifying representatives. Consequently, we have exa- 
mined the behavior of our three freshwater strains in this respect. 


For this purpose a medium was used composed of tapwater with 0.29% NH,NOs, 
0.05% K,HPO,:3H,0, 0.05% KH,PO,, 0.05% MgS0O,, 0.001% FeSO,:7H,0, 
and 2% agar. It was supplemented with any one of the following substances: 
Na,S8,0; - 5H,O (0.5%); ethanol, Na-acetate, Na-butyrate, Na-lactate, Na-succinate, 
glycerol, mannitol, glucose, fructose, alanine, or NaH-glutamate, each in a final 
concentration of 0.2%, and yeast autolysate (2%). The several media were used 
for preparing streak plates as well as shake cultures, which were incubated for 10 
days at 30°, the former aerobically, the latter under a paraffin seal. 

Only the cultures with thiosulfate showed growth, both aerobically 
and anaerobically; no development could be observed in any of the 
cultures with organic substrates. The three strains therefore behaved like 
obligatory chemo-autotrophs. 

So far we have not determined whether the presence of organic sub- 
stances has any effect on the development of cultures in the presence of 


thiosulfate. 
3. Ammonia requirement. 


The response of the crude cultures has indicated that nitrate cannot 
serve as the sole nitrogen source for 7. denitrificans. Since the simul- 
taneous presence of an ammonium salt so markedly improved growth, 
experiments were conducted with one of our pure cultures (No. 18) to 
determine the effect of different concentrations of NH,Cl. 
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Cultures were prepared in completely filled glass-stoppered bottles, in a nitrate- 
thiosulfate medium containing 1.7 wg. Fe per ml., supplemented with NH,Cl in 
concentrations ranging from 0.83 to 83 mg. per 100 ml. 

Growth was poor in media with less than 0.0083% NH,Cl, but normal 
growth was observed in the cultures with 0.0083—0.083% NH,Cl; the 
rate and extent of development appeared not to be affected in this 
range. 

These results indicate that the absence of ammonium salts in the 
media of BrryERINCK, GEHRING, and S1spERIUS may have been the 
chief reason for the difficulties experienced by these workers in the 
isolation of 7’. denitrificans, as well as for the decrease in activity of 
pure cultures. Lizskn’s studies, on the other hand, suggest the existence 
of strains that can use nitrate as the only nitrogen source. Had such 
organisms been present in the inocula used for our crude cultures, they 
should have developed therein, and thus permitted the establishment of 
satisfactory subcultures in ammonia-free media. That this was not pos- 
sible implies either that such types are extremely rare, or that LIESKE’s 
mineral solution did contain a small amount of ammonium salts, added 
as impurity with the various ingredients. The latter situation appears 
to us the more probable. 


4. Iron requirement. 


As mentioned earlier, a notable improvement of the culture medium 
resulted from the addition of small amounts of iron salts. The absolute 
need for this element was demonstrated in experiments with strain 
No. 18 on the effect of different Fe-concentrations on its growth. 

Again, cultures were prepared in bottles, completely filled with an iron-free 
liquid medium to which graded quantities of a separately sterilized solution of 
FeSO,:7H,0 in 0.1 n HCl were added at the time of inoculation. Ferrous sulfate 
rather than FeCl; was used in these experiments because it had meanwhile been 
found that an autoclaved dilute solution of the latter no longer produced the charac- 
teristic color reaction with o-phenanthrolin, owing to the formation of colloidal 
Fe(OH), . It was established that the FeSO, solution was not altered by sterili- 


zation. 

Growth was estimated by visual inspection for the degree of turbidity. 
Little or no development occurred in media with concentrations up to 
0.083 wg. Fe per ml.; excellent cultures were obtained when the concen- 
tration was 0.25—8.3 wg. Fe per ml. Over this range the rate of growth 
as also the final density of the cultures appeared to be independent of 
the amount of Fe present. 

The necessity of iron for the development of 7’. denitrificans is readily 
understandable in view of the association of cytochromes with the pro- 
cess of nitrate reduction in general (SATO a. Eaamt, 1949; ALLEN a. 
VAN NrEL, 1952; Sato a. Niwa, 1952). Also in cell suspensions of 7’. 
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denitrificans cytochromes can be easily detected; under reducing con- 
ditions and in the absence of nitrate such suspensions show pronounced 
absorption bands at 522 and 548 my. 


5. Influence of py and buffer concentration. 


The oxidation of thiosulfate by 7’. denitrificans yields two mols of 
sulfate per mol of thiosulfate oxidized: 


Na,8,0, + H,O + 40 > 2NaHSO,. 


As a consequence the cultures tend to become acid. This is particularly 
noticeable if they are grown under aerobic conditions; during anaerobic 
cultivation, where thiosulfate oxidation is coupled with the reduction 
of nitrate: 


2KNO, + H,O +N, + 2KOH + 50, 


the liberation of alkali in the latter process almost completely balances 
the acid formation. 

In preliminary experiments it was found that 7’. denitrificans develops 
best in approximately neutral media. If the pg of a culture drops below 6, 
the bacteria are rapidly inactivated. For the maintenance of cultures it 
is, therefore, important to prevent an appreciable rise in acidity. This 
can easily be accomplished by the use of appropriate phosphate buffers. 

Detailed information on the effect of px and of the concentration of 
phosphate on the activity of 7’. denitrificans was obtained in the course 
of manometric experiments. These will be discussed in connection with 
the biochemical properties of the organism. In general, the results have 
shown that resting cell suspensions display optimal activity over the 
Px range 6.2—7.0, and in the presence of 0.05 m phosphate. It seems 
reasonable to infer from these data that the same conditions represent 
the optimum also for growing cultures. 


III. Biochemical characteristics of Thiobacillus denitrificans. 
1. The oxidation of thiosulfate. 

In liquid media of appropriate composition 1’. denitrificans develops 
rapidly under anaerobic conditions. The medium becomes turbid and 
gas is liberated. The turbidity is not exclusively the result of an increase 
in the number of bacteria; microscopic examination reveals that a con- 
siderable quantity of elementary sulfur, present in the form of small 
globules, contributes materially to the opacity of the cultures. 

Towards the end of the period of gas production the turbidity visibly 
decreases; coincidentally, the amount of sulfur diminishes, and the sul- 
fate concentration rises. These observations show that 7’. denitrificans 
can also oxidize elementary sulfur. Since BrIsERINCK obtained elective 
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cultures of the organism in media with sulfur instead of thiosulfate as 
the oxidizable material, this was to be expected. Furthermore, LIESsKE 
had found that his pure culture developed satisfactorily when supplied 
with sulfur instead of thiosulfate. 

By means of manometric experiments we have demonstrated that cell 
suspensions of 1’. denitrificans can oxidize both thiosulfate and sulfur 
with either oxygen or nitrate as the oxidizing agent. In both cases the 
rate of sulfur oxidation is lower than that of thiosulfate; since free sulfur 
accumulates in the cultures, this, too, was anticipated. 

The manometric experiments have also provided evidence for the 
contention that tetrathionate is the first product of thiosulfate oxidation 
by 7. denitrificans. If cell suspensions are stored for an undue length of 
time, or if the cells are harvested from cultures in which, due to the 
accumulation of nitrite, their oxidative ability is impaired (see below), 
they often oxidize thiosulfate only to tetrathionate. This is entirely in 
line with the observations which VisHNntAc (1949, 1952) has made in the 
course of his studies on non-denitrifying thiobacilli. Our records show that 
cell suspensions of 7’. denitrificans unable to oxidize thiosulfate beyond 
the stage of tetrathionate carry out this incomplete oxidation only in the 
presence of O,; they generally do not display any denitrifying activity. 

Cell suspensions in a physiologically healthy state, on the other hand, 
oxidize tetrathionate as well as thiosulfate and sulfur, and do so with 
either O, or nitrate as the oxidant. The rates of O, consumption and N, 
evolution are appreciably lower with sulfur than with thiosulfate or 
tetrathionate as the oxidizable substrate. 

Formation of elementary sulfur by cultures of thiobacilli in thiosulfate 
media is probably the result of a purely chemical reaction between resi- 
dual thiosulfate and polythionates accumulating as intermediate oxi- 
dation products. This interpretation was first advanced by NATHANSOHN 
(1902), and has received experimental support from VISHNIAC’s investiga- 
tions (1949, 1952) with 7’. thioparus. So far, we have not extended our 
observations with 7’. denitrificans to bear on this point. 

For studies on the oxidation of specific substances by resting cell 
suspensions of 7’. denitrificans the accumulation of sulfur in the cultures. 
is a great inconvenience, because this makes it practically impossible 
to prepare physiologically active suspensions that are initially free of oxi- 
dizable substrate. Sulfur-containing suspensions consume O,, produce 
N, from nitrate, and assimilate CO, even if no additional substrate is 
supplied, and the oxidation of sulfur can proceed simultaneously with 
that of other sulfur compounds. Interpretation of the oxidative aspects 
of the metabolic activities of a suspension following the addition of a 
known amount of substrate consequently requires precise data on the 
extent to which sulfur oxidation has participated and on the nature and 
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quantity of the various complete and incomplete oxidation products 
formed from the added substrate and from the sulfur. These can be ob- 
tained only by elaborate and difficult chemical analysis, at present not 
applicable to the small quantities encountered in manometric experi- 
ments. Although the reductive phase of the metabolic activities involves 
changes in the amounts of gaseous substances (O,, Nj, CO,) which can 
be measured with great precision by manometric methods, the esta- 
blishment of exact quantitative relations between substrate oxidation 
on the one hand, and reduction of O,, nitrate, and CO, on the other, is 
thus precluded. 

Preparation of sulfur-free suspensions by differential centrifugation 
has not proved feasible; while part of the sulfur sediments relatively 
rapidly, it carries with it a large proportion of the cells, and even the 
deposits obtained by centrifugation of suspensions from which most of 
the sulfur has previously been spun down are never sufficiently free 
of sulfur to eliminate the above-mentioned complications in manometric 
experiments. 

It may appear that sulfur-free cultures could be obtained by growing 
the bacteria in a medium with an excess of nitrate over thiosulfate, so 
that in due course the substrate oxidation would go to completion. 
However, for reasons that will be discussed below, this treatment also 
does not produce the desired result. 

If the sulfur formation is indeed caused by a purely chemical reaction 
between residual thiosulfate and intermediate oxidation products, sulfur- 
free cultures should be obtainable by substituting tetrathionate for thio- 
sulfate as the oxidizable substrate in the culture medium. This possi- 
bility we have not yet investigated. In planning such experiments it 
must be kept in mind that an initially neutral medium with tetrathionate 
becomes acid much more rapidly than one with thiosulfate, so that 
special precautions will be required to prevent too great a drop in px. 

Oxidation of residual sulfur can, of course, be accomplished by exposing 
_the suspensions to O,, a procedure which we have effectively used to 
obtain sulfur-free suspensions of 7’. thioparus (BAALSRUD a. BAALSRUD, 
1952). But because such treatment causes an inactivation of the denitri- 
fying enzyme system, a phenomenon that has also been observed with 
other denitrifying bacteria, it has only limited application to studies 
with 7’. denitrificans. 

A virtually sulfur-free suspension of this organism, still capable of 
inducing a rapid denitrification, has been secured by shaking a sulfur- 
containing suspension in an atmosphere of N,O, which the bacteria can 
use as an oxidant. Excessive acidification during this treatment was 
prevented by intermittent neutralization. The final suspension showed 
an insignificant O, uptake prior to the addition of thiosulfate, and N, 
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production depended upon the addition of both thiosulfate and nitrate. 
The results of the experiment are presented in Fig. 1. 
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Fig. 1. Oxidation of thiosulfate by sulfur-free cell suspensions of 7. denitrificans. A Aerobic con- 
ditions; 25 wm. thiosulfate added after 40 minutes. B Anaerobic conditions; 16 wm. nitrate added 
after 40 minutes, and 25 um. thiosulfate after 55 minutes. 
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Fig. 2. Denitrification by suspensions of 7’. denitrificans at different py; 25 um. thiosulfate and 
16 pm. nitrate added at zero time. Curve 1; Initial py 5.86, final py 5.96; Curve 2: Initial Pu 6.23, 
final py 6.10; Curve 3: Initial py 6.47, final py 6.26; Curve 4: Initial py 6.83, final py 6.60; Curve 5: 
Initial py 7.57, final py 7.18; Curve 6: Initial py 8.02, final py 7.39. 
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We shall not attempt to interpret the rather sudden change in rate of O, 
consumption after only 200 wl. had been used; it is probable that this 
coincided with the disappearance of thiosulfate, and the accumulation 
of incomplete oxidation products. The amount of N, produced (181 yl.) 
in the anaerobic experiment corresponded to that expected from a 
quantitative reduction of the added nitrate to N, (179 ul.). 

The results of manometric experiments with sulfur-containing cell- 
Suspensions on the influence of pg and of the concentration of phos- 
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Fig. 3. Denitrification by suspensions of 7. denitrificans at py 6.4, in phosphate buffer of different 
concentrations; 25 wm. thiosulfate and 16 wm. nitrate added at zero time. Phosphate concentra- 
tions: Curve 7: 0.15 m; curve 2: 0.1m; curve 3: 0.05 m; curve 4: 0.025 m; curve 5: 0.0125 m; 
curve 6: 0.005 m. 


phate buffer on the denitrification process in the presence of excess 
thiosulfate are illustrated by Figs. 2 and 3. 

They provide the basis for the practice, adhered to in most of our 
manometric experiments, of preparing cell suspensions in 0.05 m phos- 
phate buffer at py 6.4. 


2. Accumulation and toxicity of nitrite in anaerobic cultures 
of T. denitrificans. 

Anaerobic cultures in media with 0.5°% each of Na,S,0, -5H,O and 
KNO, cease to produce gas at a time when they still contain abundant 
oxidizable substrate in the form of sulfur. Cell suspensions prepared from 
cultures in this stage display very low activity in manometric experi- 
ments. Although it might be suspected that the cessation of gas produc- 
tion is due to the lack of sufficient oxidant in the medium, a simple 
calculation shows that the complete oxidation of 0.5 g. Na,S,O, - 5H,O 
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would require only 0.326 g. KNO, if this substance were reduced to No, 
as it unquestionably is, at least in large part, during the period of vail 
gas evolution. Hence this kind of explanation would be tenable only if a 
more oxidized product of nitrate reduction were to accumulate in con- 
siderable amounts, and if such a substance could not be used by the 
bacteria for the subsequent oxidation of sulfur. 

Furthermore, the low activity of the bacteria suggests damage to their 
enzyme systems by the accumulation of toxic substances in the culture 
medium. The normal end products of thiosulfate oxidation and of nitrate 
reduction, sulfur, sulfate, and N,, can hardly be envisaged as inhibitory. 
Hence it seemed more likely that incomplete oxidation or reduction 
products were responsible for the inactivation. 

Lieske’s experiments with 7’. denitrificans have shown that products of 
incomplete oxidation do accumulate to some extent during the oxidation 
of elementary sulfur. This is substantiated by the following quotation: 

,,Die Nahrlésung einer Kultur mit elementarem Schwefel als Energiequelle 
wurde untersucht, und zwar einen halben Tag, nachdem eine deutliche Gasent- 
wicklung begonnen hatte. Die Lésung war vollstindig frei von Schwefelsdure. 
Nachdem dieselbe mit Brom oxydiert worden war, entstand mit Baryumchlorid 
ein deutlicher Niederschlag von Baryumsulfat. Die Nahrlésung enthalt also kurz 
nach Beginn des Wachstums keine Schwefelséiure, wohl aber eine geringe, aber 
deutlich nachweisbare Menge niederer durch Brom oxydierbarer Sauren des Schwe- 


fels. Zwei Tage spiter enthielt eine auf gleiche Weise angesetzte Kultur sowohl 
Schwefelsaure als auch die niederen Siuren.‘‘ (1912a, p. 23.) 


Our own observations indicated that the involvement of products of 
incomplete reduction of nitrate should also be considered. The super- 
natant liquid of cultures that had ceased to produce gas invariably 
contained nitrite. In this connection it is significant that Limskr had 
concluded that 7’. denitrificans cannot use nitrite in place of nitrate: 

,Als bemerkenswerte Tatsache ist hervorzuheben, daB das Nitrat nicht durch 
Nitrit ersetzt werden kann. Viele denitrifizierende Bakterien reduzieren bekannt- 
lich Nitrit leichter als Nitrat‘ (1912a, p. 10). 

Taken at face value, this statement might be interpreted to imply that 
nitrate reduction to N, by 7’. denitrificans does not proceed via nitrite. — 
This is, however, quite contrary to accumulated experience in studies © 
with other denitrifying bacteria, and, as will be shown later, cell sus- 
pensions of our strain, grown in nitrate media, are actually capable of 
reducing nitrite. An alternative explanation of LrrsKkr’s results could be 
based on the assumption that nitrite is toxic to the organism, LimskE 
drew his conclusion from the failure of 7’. denitrificans to grow in media 
containing nitrite instead of nitrate, and, although the nitrite concen- 
trations used are not mentioned, it is probable that they were of the same 
order of magnitude as those in which nitrate was generally employed 
(0,1—1%). A toxic effect of nitrite, together with the observed accumu- 
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lation of this substance in our cultures, would evidently account for the 
two phenomena mentioned at the beginning of this section. 

In order to reach a decision between the possible influence of products 
of incomplete oxidation of thiosulfate and sulfur on the one hand, and of 
nitrite on the other, a series of experiments was conducted in which 
cultures of 1’. denitrificans were prepared in media with different 
concentrations of thiosulfate and nitrate. After 7 days’ incubation, when 
gas production had come to a standstill, the cultures were centrifuged. 
The supernatant liquids were analysed for residual thiosulfate and for 
nitrite, and the sedimented bacteria with their admixture of sulfur 
globules were used for manometric experiments (see below). The results of 
the thiosulfate and nitrite analyses are presented in Table 1. 


Table 1. Composition and analysis of Thiobacillus denitrificans cultures in media 
with different amounts of thiosulfate and nitrate. 


Initial, in grams/100 ml. Ratio Na,$.03 - 5H, Nitrite: 
Nay8205 residual, mee es 7 
Na,$,0,-5H,O| KNO, | 5H,0/KNO, 2/100 ml. 3 
Expt. 1 1.0 04 a be 2.5 0.076 0.005 
I 2, 1.0 0.65 1.54 0 0.84 
3 1.0 1.0 1.0 0 1.3 
II 1 1.0 0.4 2.5 0.167 0.006 
2 1.0 0.5 2.0 0) 0.43 
3 1.0 0.6 1.67 0 0.62 
III 1 0.5 0.2 2.5 0.04 0 
2 0.3 0.2 1.5 0 0.06 
3 0.2 0.2 1.0 0) 0.033 
IV 1 1.0 0.4 2.5 0.144 0) 
2 0.8 0.4 2.0 0 0.027 
3 0.6 0.4 1.5 0) 0,04 
4 0.4 0.4 1.0 0 0.033 


It will be seen that nitrite had not accumulated to an appreciable 
extent when the nitrate concentration was 0.4°% or less, nor in media 
with more nitrate, provided thiosulfate was present in excess. But in the 
cultures with 1.0% Na,S8,0,: 5 H,O, and a thiosulfate:nitrate ratio 
below 2.5: 1, nitrite was present, and in amounts inversely proportional 
to this ratio. If it be assumed that nitrite cannot be used as an oxidant by 
7. denitrificans, these results might, at first sight, suggest that the 
cultures contained only an apparent excess of nitrate. Its reduction to 
nitrite, as compared to that to N,, requires 2.5 times as much nitrate for 
the oxidation of the same amount of thiosulfate or sulfur. Nevertheless, the 
quantities of nitrite found are far too small to justify the conclusion that 
gas production had ceased because of an insufficient supply of oxidant, 
since a mere 0.1% of the total available nitrate was recovered as nitrite. 
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The manometric experiments clearly indicated, however, that the 
accumulated nitrite had exerted an inhibitory effect on the bacteria. 
Aliquots of comparable cell suspensions, prepared from the sediments of 
the experimental series I and II, were used to measure the rates of O, 
consumption in air, and of N, production from nitrate under anaerobic 
conditions, respectively. The former was determined with suspensions in 
which sulfur was the only oxidizable substrate; N, evolution was 
measured with suspensions provided with 25 wm. Na,8,0,- 5 H,O in an 
O,-free atmosphere; after thermal equilibration 16m. KNO, were 
tipped in. 

During the first 40 min the metabolic rates were constant in all cases; 
soon thereafter the N, production by the most active suspensions 
rapidly declined to zero, owing to the exhaustion of the nitrate supply. 
This is shown by the fact that the total N, evolved, amounting to 178, 
171, 179, and 179 wl., respectively, was identical, within the limits of 
experimental accuracy, with the maximum quantity expected from a 
quantitative reduction of 16 wm. KNO, to N, (179 wl.). 

The significant data pertaining to these experiments are summarized 
in Table 2; they demonstrate that cells from cultures in which nitrite had 


Table 2. Rates of O,-consumption and N,-evolution by comparable cell suspensions 
of Thiobacillus denitrificans obtained from the cultures of series I and II (see Table I). 


Final nitrite 
Cells f 1. Og used > crore 1. N. Ived ard 
Exp’, ome i ae es an ee °% Inhibition yee phate °, Inhibition 
’ ie) 
al 0.00004 280 — 160 a= 
2 0.0051 110 60.7 16 90 
3 0.0079 20 92.8 9 94.4 
Me al 0.00004. 260 — 160 — 
2 0.0026 270 0 96 40 
3 0.0037 320 0 96 40 


accumulated were metabolically less active than those harvested from 
the virtually nitrite-free cultures. The higher the final nitrite concen- 
tration of the culture, the lower was also the activity; and denitrification 
was more strongly affected than O, utilization, indicating that the 
nitrate-reducing enzyme system is more sensitive to nitrite than that 
concerned in the activation of O,. 

The various observations so far discussed appear fully consistent with 
the view that nitrite is a strong inhibitor for 7’. denitrificans. Perhaps the 
most striking feature is the magnitude of the inhibitory effect; for 
bacteria harvested from cultures containing as little as 0.003% KNO, 
(3.5- 10~* m) the inhibition of denitrification amounts to 40%, and it is 
almost complete when the nitrite concentration has reached approxi- 
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mately 10-*m. Lirskn’s failure to obtain growth of 7. denitrificans in 
nitrite media also is readily understandable on this basis; it is practically 
certain that his culture solutions contained well over 0.01% nitrite. 

The inhibitory effect of nitrite on 7’. denitrificans is comparable to that 
of cyanide on other denitrifying bacteria, for which nitrite does not 
appear to be particularly toxic. The exceptional response of 7’. denitri- 
ficans might be attributed to its obligatory autotrophic nature. However, 

‘such a connection appears doubtful because, as will be shown below, the 
metabolism of the non-denitrifying but equally obligatory autotrophic 
LT’. thioparus is not measurably influenced by nitrite in much higher 
concentrations than those which cause a complete inactivation of 7’. 
denitrificans. 


3. The reduction of nitrite by T. denitrificans. 


While the preceeding experiments have established that the metabolic 
activities of 7’. denitrificans are impaired when the cells have been in 
contact with low concen- 
trations of nitrite, pro- 
duced over an unknown 
length of time in the cul- 
tures, the following obser- 
vations show that nitrite 
inhibition can also be de- 
monstrated as an instan- 
taneous effect. 

A 2-day old, nitrite-free 
culture of our strain in a 
medium with 1% Na,8,0,- 
5 H,O and 0.4% KNO, 
was used for the prepara- 
tion of a cell suspension 


to which a large excess of : Sy 
: 0 700 

colloidal sulfur was added. MWinies 

Evolution of N, was mea- Fig. 4. Reduction of nitrate and nitrite by suspensions 


of 7. denitrificans; sulfur as substrate. Added at zero 


sured. under anaerobic con- time: Curve 7: 16 wm. nitrate; Curve 2: 16 um. nitrate, 


ditions, following the addi- and 1 wm. nitrite; Curve 3: 16 wm. uitrate, and 4 um. 

4 . nitrite; Curve 4: 16 wm. nitrate, and 16 wm. nitrite; 
tion of various amounts Curve 6:0 um. nitrate, and 4 wm. nitrite; Curve 6: 0 um. 
of nitrate, nitrite, and mix- nitrate, and 16 ym. nitrite. 


tures of these substances 

to aliquots of the suspension. The results, presented in Fig. 4, demonstrate 
conclusively that the rate of gas evolution from nitrate was approxi- 
mately 30% less when 1 um. nitrite (final concentration c. 5- 10~* m) 
was added together with 16 um. nitrate (curves 1 and 2); a 4-fold larger 
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amount of nitrite caused a 90% inhibition (curve 3). Thus, the extent of 
the immediate inhibition was of the same order of magnitude as that 
observed in the earlier experiments. 

Comparison of the behavior of the cells in the presence of 4 wm. nitrite 
alone (curve 5) with that in the presence of the same amount of nitrite and 
an additional 16 jm. nitrate (curve 3) reveals that in the former case the 
nitrite was completely reduced to N, after about 60 min; the amount of 
gas liberated (40 yl.) corresponds closely with that required theoretically 
(45 wl.; it should be emphasized here that the nitrite used in this and 
subsequent experiments had not been dried or otherwise purified, and a 
moisture content of approximately 10% appears plausible). The gradual 
increase in the rate of gas production suggests that an initial inhibition 
was gradually overcome, presumably owing to the disappearance of the 
nitrite. On the other hand, the N, evolution by the suspensions supplied 
with 16 wm. nitrate and 1 or 4 wm. nitrite (curves 2 and 3) proceeded at a 
constant rate for at least three hours; this suggests that the added nitrite 
was not reduced as long as nitrate was present. 

At nitrite concentrations of 16 wm. per flask (final concentration about 
0.05%) gas production was negligible, both in the presence and in the 
absence of nitrate. 

These experiments directly confirm the conclusion that nitrite is a 
strong inhibitor of the denitrifying enzyme system of 7’. denitrificans, a 
property which can explain LiEsxkn’s results without invoking the 
hypothesis that nitrate reduction does not proceed via nitrite. In fact, 
both the accumulation of nitrite in nitrate media, and the ability of 
T’.. denitrificans to produce N, from nitrite, provided this is present in low 
enough concentration, argue rather in favor of the more conventional view. 

Studies similar to those discussed above have also been conducted with 
cell suspensions in the presence of thiosulfate. Here, to our surprise, an 
entirely different behavior was observed. 

Fig. 5 illustrates the gas production by cell suspensions supplied with 
25 wm. thiosulfate and various amounts of nitrate and nitrite. Curves 4 
and 5 show that nitrite, even in the highest concentration, is rapidly 
decomposed; 4 wm. nitrite disappeared in about 10 min, 16 wm. in 35 min. | 
Since the decomposition of 16 wm. nitrate was completed in 30 min 
(curve 1), the rate of utilization of nitrite and nitrate were approximately 
the same. 

The first parts of the curve pairs 2 and 4, and 3 and 5, are super- 
imposable. Because curves 4 and 5 represent gas production from nitrite 
alone, it follows that in suspensions with both nitrite and nitrate the 
decomposition of nitrite takes precedence over that of nitrate, contrary to 
what was observed in the experiments with sulfur as the oxidation 
substrate. The secondary gas production by suspensions to which both 
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nitrite and nitrate had been added must obviously be ascribed to the 
denitrification of nitrate, and the total gas production during this second 
phase, calculated as N,, supports this conclusion. From 16 ym. nitrate 
alone 186 yl. N, were formed (curve 1; theoretical value 179 yl.); in the 
experiment with 4m. added nitrite the secondary gas evolution 
amounted to 185 wl., and in that with 16 wm. nitrite to 177 wl. But the 
nitrate utilization was slower when nitrite had previously been decom- 
posed; the times required were 30, 85, and 150 min, respectively, for the 


a ss | L 
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Fig. 5. Reduction of nitrate and nitrite by suspensions of 7’. denitrificans; 25 um. thiosulfate added 

at zero time, together with: Curve 7: 16 wm. nitrate; Curve 2: 16 wm. nitrate, and 4 wm. nitrite; 

Curve 3: 16 wm. nitrate, and 16 wm. nitrite; Curve 4: 0 wm. nitrate, and 4 um. nitrite; Curve 6: 
0 wm. nitrate, and 16 wm. nitrite. 


suspensions to which initially 0, 4, and 16 wm. had been added along with 
the nitrate. Hence the temporary presence of nitrite had evidently caused 
a partial inactivation of the nitrate-reducing enzymes. Since the rate of 
gas production from nitrate was practically constant, the inactivation is 
apparently not reversible, at least over a period of 150 min. 

The curves of gas production from nitrite suggest the occurrence of two. 
consecutive and opposite types of reaction: a primary, rapid one in which 
gas is evolved, and a secondary, slower one in which gas is used. There can 
be little doubt that the ultimate gaseous product is N,; this follows from 
the close correspondence between the observed final values for gas evolved 
(42 and 171 yl. from 4 and 16 «wm. nitrite, respectively), and the theoreti- 


cally possible amounts of N, (45 and 179 yl.). 
4* 
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Since the primary, rapid gas formation was not observed in the absence 
of thiosulfate, our first attempts to interpret the nature of the two 
reactions were concerned with the question whether the initial process is a 
purely chemical or a biological one. Experiments showed that in the 
absence of bacteria no measurable gas production occurred when nitrite 
was added to a thiosulfate solution, and that the rate of gas evolution was. 
a function of the density of the bacterial suspension. This is illustrated by 
Fig. 6; it may be noted that the relationship is not strictly linear. The 
deviations for the high cell concentrations can be ascribed to the very 


0 700 ; 200 300 
Minutes 
Fig. 6. Reduction of nitrite in the presence of thiosulfate by suspensions of 7’. denitrificans of 
different cell density; 25 wm. thiosulfate and 164m. nitrite added at zero time. Cell density, 


in arbitrary units, for curves J to 4, respectively: 100, 30, 10, 8, and 1. 


high rates of gas production, amounting to 100 wl. or more per 10 min; in 
such cases there is usually a lag between gas production and registration 
of the pressure changes on the manometer. At the lower densities the 
deviations are probably due to the simultaneous but proportionally 
different occurrence of the two opposite reactions; the data are insufficient’ 
to settle this point, however. 

It was further established that the effect of py on the primary reaction 
is similar to that on nitrate reduction; in alkaline suspensions the rate as 
well as the extent of the initial gas formation is markedly less than in 
slightly acid ones. 

Addition of HgCl, to suspensions with nitrite and thiosulfate prevents 
gas liberation provided enough HgCl, is used. A final concentration of 
0.1% in the suspension, which prevents nitrate reduction in the presence 
of thiosulfate, does not influence the primary gas production from nitrite, 
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and only partially inhibits the secondary process. If the final concen- 
tration of HgCl, is raised to 1%, these reactions are, however, eliminated. 
These results indicate a greater sensitivity of the nitrate- than of the 
nitrite-reducing enzyme system; the former is also most sensitive to 
cyanide, as shown in earlier studies with other denitrifying bacteria (see, 
é.g., ALLEN a. VAN NIEL, 1952). 


Although a direct chemical interaction between thiosulfate and nitrite 
had thus been ruled out, the possibility remained that the initial gas 
production might have resulted from a spontaneous chemical reaction 
between the nitrite and intermediate products of thiosulfate oxidation. 
This was tested by using 7’. thioparus instead of 7’. denitrificans as the 
agency to produce such substances from thiosulfate. While in many 
respects quite similar to 7’. denitrificans, 7’. thioparus lacks the ability to 
reduce nitrate and nitrite; it was, however, assumed that the oxidation 
of thiosulfate would proceed much in the same manner under the 
influence of the two sulfur bacteria. Aliquots of a sulfur-free suspension of 
T'. thioparus were distributed over a number of reaction flasks, provided 
with KOH in the center wells, and 25 wm. thiosulfate, or a mixture of 
25 um. thiosulfate and 16 wm. nitrite, ina side arm. The gas phase was air. 
After thermal equilibration the contents of the side arms were mixed 
with the suspensions, and the pressure changes recorded. The sus- 
pensions with and without nitrite behaved identically, and the final gas 
consumption, calculated as O,, was exactly 50 um. in all cases, the 
amount theoretically required for the complete oxidation of the added 
thiosulfate. It must therefore be concluded that nitrite has no effect on 
thiosulfate oxidation by 7’. thioparus, and hence the occurrence of a 
spontaneous reaction between nitrite and intermediate products of thio- 
sulfate oxidation appears unlikely. 

Next we turned our attention to the chemical nature of the gas pro- 
duced during the initial phase of the nitrite decomposition by 7’. denitri- 
ficans. A priori it was expected to represent a nitrogenous substance 
because the volatile sulfur compounds that might conceivably arise from 
the sulfur or thiosulfate in the suspensions are all acidic, and should thus 
have been absorbed by the alkali present in the center wells of the reaction 
flasks. From the fact that approximately 1 mol of gas was initially liber- 
ated per mol of nitrite added, it was obvious that the gaseous substance 
could not contain more than a single nitrogen atom per molecule. This 
suggested that the product in question was NO whose evolution during 
denitrification has occasionally been reported (see, ¢.g., VERHOEVEN, 1952). 

Nitric oxide is absorbed by an alkaline sulfite solution; the reaction 
responsible for this phenomenon is: 


K,80, -+ 2NO > K,S0,- N,O, 
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and the addition product decomposes on acidification to sulfate and N,O. 
We have used these properties as a means of establishing the nature of the 
first gaseous product. 

A representative experiment was performed as follows: 


: 

Equal aliquots of a dilute suspension of 7’. denitrificans were distributed over 

a number of reaction flasks, each receiving a mixture of 25 wm. thiosulfate and 
16 wm. nitrite in one side arm. Flask 1 served as a control; here the center well 
contained KOH. In flask 2 the center well was provided with an alkaline sulfite 
solution (1.25 m K,SO,, 0.25 m KOH), absorbed on a fringed roll of filter paper 
in order to increase the surface, and hence the efficacy of the absorption. A solution 


300 
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Minutes 
Fig. 7. Reduction of nitrite in the presence of thiosulfate by suspensions of 7. denitrificans under 
different conditions; 25 wm. thiosulfate and 16 wm. nitrite added at zero time. Curve 1: Gas pro- 
duction in Control. Curve 2: Gas production with alkaline sulfite in center well; HgCl, added 
after 40 minutes. Curve 3: Gas production with alkaline sulfite in side arm; H,SO, added to sul- 
fite solution after 150 minutes. 


of HgCl, was placed in the second side arm. Flask 3 contained KOH in the center 
well, and the alkaline sulfite solution in the second side arm which was closed with 
a vented stopper. The gas phase was composed of O,-free Ng. 

After thermal equilibration (“‘zero time’’) the thiosulfate and nitrite were tipped 
into the bacterial suspensions; 40 minutes later the HgCl, solution was added to’ 
the cells in flask 2. Two and a half hours after the beginning of the experiment 
flask 3 with the attached manometer, the latter closed with a cork at the open end, 
was temporarily removed from the water bath, and an excess H,SO, added to the 
alkaline sulfite solution in the side arm through the vented stopper. (For details 


concerning manipulations and computations pertaining to this kind of experiment 
see ScuatTz, 1952). 


Fig. 7 shows the results of such an experiment; they permit the follo- 
wing conclusions. 

The behavior of the control was normal; the initial gas production 
(292 wl., calculated as N,) was followed by a gradual decrease in pressure 
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until a stationary state was reached representing a total gas production of 
160 wl. (theoretically, 179 ul. N, from the 16 um. nitrite added). 


In the presence of alkaline sulfite gas evolution occurred for a short 
time only; it reached a maximum when the quantity was about one-third 
of that in the control. After inactivation of the cells through the addition 
of HgCl, (curve 2) the evolved gas was nearly completely absorbed. This 
indicates that the major gaseous product was NO, released faster than it 
could be absorbed from the gas phase by the sulfite. The behavior of the 
suspension to which HgCl, had not been added (curve 3) was similar; 
100 min after the start of the experiment the pressure here had dropped 
to a constant but somewhat higher value. This result is compatible with a 
rapid initial liberation of NO, partly absorbed by the sulfite, and partly 
reduced by the bacteria to N,. Acidification of the sulfite solution after 
150 min produced a burst of gas, probably composed of N,O, CO,, and 
SO,; the last two components would be gradually absorbed by the KOH, 
and the first one reduced to N, by the cells. The final quantity of gas 
evolved (163 wl.) agrees well with the amount of N, produced in the con- 
trol (160 wl). 

In order to determine more accurately the nature of the initial gaseous 
product an experiment was performed as follows: 

Three reaction flasks were provided with equal aliquots of a suspension of 7’. 
denitrificans, KOH in the center wells, a mixture of 25 wm. thiosulfate and 16 um. 
nitrite in one side arm, and HgCl, in the other. The gas phase consisted of O,-free 
N,. The substrates were tipped in after thermal equilibration, whereupon the usual 
rapid gas evolution ensued. After 45, 75, and 100 minutes, respectively, the HgCl, 
solution was added to the suspensions in flasks 1, 2, and 3, thereby preventing any 
further biological activity. 

The quantities of NO produced prior to the addition of HgCl, were 
determined by introducing, 135 min after the start of the experiment, an 
alkaline sulfite solution through the vented stoppers into a side arm. In 
all cases the pressure decreased, and the extent was recorded. When no 
more gas was absorbed, acid was added to the sulfite solutions as before; 
the amount of N,O liberated was measured after the pressures had 
become constant. The data for this experiment are listed in Table 3. In 
view of the complicated experimental procedure the agreement between 


Table 3. Nitric oxide production from nitrite by 7’. denitrificans. 


S HgCl, added 1.NO+N,| Residual N 1. N,O pl. N,O 

s = Ae ‘ after ; after Bbadipe Facet after acidi- calculated from 
a minutes 135 min. | tion of NO, vl. fication NO values 
i= 

1 45 228 4 224 127 112 

2 75 268 10 258 123 129 

3 100 280 41 239 110 119 
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the values in the last two columns, representing the amounts of N,O 
found and computed from the quantities of NO absorbed, respectively, - 
may be deemed fully satisfactory. ; 

After thus having established that the gas evolved during the early 
phase of the nitrite decomposition was indeed NO, it became necessary to } 
test the ability of 7’. denitrificans to use this substance as an oxidant for 
substrate oxidation. Only on the basis of such a reaction could the drop in 
pressure observed during the secondary phase be explained. 

For this purpose NO was generated in the flask-manometer combina- 
tions from the interaction between nitrite and iodide, according to the 
reaction: 


KNO, + KJ + H,SO,>K,S0, + J + NO + H,O (Getty, 1936). © 


That this reaction can be used to produce a known amount of NO was_ 
demonstrated as follows. 

Solutions of KJ (100 um.) and of nitrite (16 um.) were introduced into the 
main compartment of a reaction flask which contained 16 wm. H,SO, in a side arm. 
The gas phase was O,-free N,. After equilibration the acid was tipped into the main 
compartment; this resulted in a rapid evolution of gas which had terminated in 
about 5 minutes. The quantity of NO formed (346 wl.) agreed, within the limits of 
experimental accuracy, with that required by the equation (358 yl.). The use of 
an excess of KJ and of an amount of H,SO, equivalent to that of nitrite prevents 
the formation of other gaseous products. 

The same approach was used in experiments with cell suspensions of 7’. deni- 
trificans, placed in the main compartment of the flasks. Here, the iodide-nitrite 
solution was present in a side arm with vented stopper, and generation of NO was 
accomplished by adding H,SO, to the side arm contents through the vent. 

The first of these experiments were performed with cell suspensions 
containing only sulfur as oxidizable substrate. The results showed 
convincingly that NO was used by the bacteria, although the rate of its 
reduction was less than that observed during the secondary phase in the — 
earlier experiments, where an excess of thiosulfate was present; this is in 
line with the before-mentioned fact that the rate of nitrate reduction is 
also lower with sulfur than with thiosulfate as substrate. 

By an extension of these experiments it was further shown that cell | 
suspensions, which had first been made to reduce 16 um. NO over a 
period of 200 min, immediately afterwards decomposed a thiosulfate- 
nitrate or thiosulfate-nitrite mixture in exactly the same manner, and at 
identical rates, as did comparable cell suspensions not previously exposed 
to NO. Hence it can be inferred that NO does not inactivate the enzymes 
concerned in the denitrification process of 7’. denitrificans. 

Perhaps the most convincing demonstration that during the initial 
decomposition of nitrite and thiosulfate NO is evolved, and that sub- 
sequently the substrate oxidation is coupled with a further reduction of 
NO, is furnished by the experiment illustrated in Fig. 8. Two flasks, each 
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containing equal aliquots of a cell suspension and 25 um. thiosulfate, 
were used; after equilibration 16 wm. nitrite were added to the suspension 
in one flask, while in the other NO was generated chemically from the 
same amount of nitrite present in a side arm. The curves representing the 
changes in gas pressure are strikingly similar; this seems compelling 
evidence for the conclusion that the same reactions were proceeding in the 
two flasks. 

Because suspensions of 7'. denitrificans produced NO from mixtures of 
nitrite and thiosulfate, but not from nitrite and sulfur, we have examined 
the quantitative relations between NO 
evolution and the concentrations of 
nitrite and thiosulfate. For this purpose 
equal aliquots of a cell suspension were 
mixed with 16 wm. NaNO, and 6, 8, 
10, and 12 um. thiosulfate, respectively. 
Rapid gas production occurred in all 
cases; calculated as NO, the correspond- 
ing amounts observed were 6.1, 7.8, 
9.5, and 10.7 wm. The equivalence be- 
tween NO formation and thiosulfate 
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Fig. 8. Gas production and absorption by suspensions 

of ZT. denitrificans. Curve 1: 25 wm. thiosulfate and 

16 «wm. nitrite added at zero time. Curve 2: 25 wm. 

thiosulfate added at zero time, and 16 wm. NO gener- 
ated chemically in side arm. 


0 700 200 
Minutes 


added suggests that the reaction proceeds according to the equation: 

2 Na,S,O, + 2 NaNO, + 2 H,O — Na,§,0, + 2 NO + 4 NaOH. 
The further observation that tetrathionate, added together with nitrite to 
a suspension of the bacteria, does not cause NO formation supports this 
view. 

4. The assimilation of carbon dioaide. 

The studies of BrtseRINCK and LiEskKE, as well as our own, have 
established that 7’. denitrificans, like 7’. thioparus and 1’. thiooxidans, 
must be regarded as an obligatory chemo-autotrophic bacterium. It can 
grow only in media supplied with an oxidizable sulfur compound, 
and synthesizes its cellular constituents from CO, as the sole carbon 
source. 

It has also been found that CO, assimilation can be demonstrated for all 


three species in experiments of short duration with resting cell sus- 
pensions. Details of procedure and results have been published elsewhere 
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(BAALSRUD a. BAALSRUD, 1952); suffice it here to mention that the extent 
of CO, assimilation observed under such conditions is of the same order of 
magnitude as that encountered in growing cultures, and that, computed 
on the basis of a unit quantity of substrate oxidized, 7’. denitrificans 
assimilates approximately twice as much CO, as do the non-denitrifying 
members of the genus. 

We have extended the investigations on CO, assimilation by 7’. denitri- 
ficans in two directions. In the first place, a comparative study has been 
made of CO, assimilation by resting cell suspensions containing either 
sulfur alone, or both sulfur and excess thiosulfate as oxidizable substrates. 
The conditions were anaerobic, oxidative metabolism being initiated by 
the addition of limiting quantities of nitrate as oxidant. In general, the 
methodology was that described in our earlier publication to which 
reference is made. The results showed that the CO, uptake coincident with 
the complete reduction of 16 wm. nitrate amounted to 5.2 and 4.0 wm. for 
the suspensions oxidizing sulfur and thiosulfate, respectively. Since it was 
known from previous experiments that thiosulfate is oxidized more 
rapidly than sulfur, it may therefore be concluded that the smaller value 
for the thiosulfate-containing suspensions implies a less efficient CO, 
assimilation during thiosulfate- than during sulfur oxidation. 

This difference in efficiency may be accounted for by assuming that the 
free energy, released by some component step in the sequence of reactions 
through which the oxidation of thiosulfate proceeds, is not available for 
assimilatory purposes, because the magnitude of the change is too small 
for the establishment of a requisite potential or for the formation of a 
high-energy bond. Alternatively, the energy, though thermodynamically 
sufficient, might not be transferable for lack of an appropriate coupling 
mechanism. 

Now it appears attractive to consider the first step in the oxidation of 
thiosulfate, viz. the formation of tetrathionate, as a reaction of this kind, 
and for the following reason. During the early stages of the present 
investigation we isolated several organisms from crude cultures of 7’. 
denitrificans which are capable of oxidizing thiosulfate to tetrathionate, 
but incapable of oxidizing the latter. Such bacteria have been encoun- 
tered before (see especially StspERIuS, 1946); they require organic sub- 
stances for growth. We have used pure cultures of these strains to deter- 
mine the cell yields in media with severely limiting quantities of organic 
substances, both in the presence and in the absence of thiosulfate. If 
oxidation of thiosulfate to tetrathionate could yield energy in a form 
utilizable by the cells, one should anticipate greater cell crops from the 
thiosulfate-containing than from the thiosulfate-free media. This is not 
the case; the density of companion cultures has always been found 
identical. 
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Assuming that 7’. denitrificans also cannot utilize the energy liberated 
in this first oxidation step, a ,,corrected‘‘ efficiency for CO, assimilation 
can be calculated. From the equations: 


2 Na,S,O, + H,O + 0 —> Na,S,0, + 2 NaOH 
and 
2 Na,8,0, + 2 H,O + 80 —>4 NaHSO, , 


it is evident that the ,,waste“ should amount to 1/8 the quantity of 
oxidant used. Multiplication of the observed CO, uptake during thio- 
sulfate oxidation by 8/7 should then yield a value more strictly compa- 
rable with that obtained for CO, assimilation during sulfur oxidation. 
However, even this ,,corrected figure is smaller (4.57 vs. 5.2 wm. CO,). 
But our computation implies the tacit assumption that the reduction of 
the added nitrate had been accompanied by a corresponding oxidation of 
thiosulfate to sulfate. That this is not always true is shown, for example, 
by the data of Table 1; the amounts of nitrate present were much too 
small to have permitted an oxidation to sulfate of the thiosulfate 
utilized (see, especially, experiments I, 1; II, 1; III, 1; IV, 1). When an 
excess of thiosulfate over oxidant is present, one may, therefore, have to 
reckon with an oxidation of the substrate to intermediate products. 
Such a condition was realized in the experiment used for the deter- 
mination of CO, assimilation (25 wm. thiosulfate and 16 wm. nitrate). If 
we postulate that all of the thiosulfate had first been oxidized to tetra- 
thionate, an amount of nitrate equivalent to 25/2 = 12.5 wA. oxygen was 
spent on this ,,useless‘‘ oxidation, leaving an equivalent of 40 — 12.5 = 
27.5 uA. oxygen for subsequent oxidation reactions. Correction for the 
,,wasted‘‘ oxidation thus would involve multiplication of the observed 
CO, assimilation by the factor 40/27.5; the ,,corrected“ value, 5.82 um. 
CO,, now is larger than that found in the experiment with sulfur as the 
substrate. Obviously, oxidation of only a fraction of the thiosulfate to 
tetrathionate, and of a smaller fraction to sulfate, could yield a ,,correc- 
ted‘ value for CO, assimilation identical with that observed during sulfur 
oxidation. Owing to the lack of information concerning the nature and 
quantities of the products of thiosulfate oxidation in these experiments, 
it is not yet possible to put the above speculations to a rigorous test. 
From the quantitative relations between thiosulfate oxidized, O, used, 
and CO, assimilated by sulfur-free, resting cell suspensions of the non- 
denitrifying 7’. thioparus and. T. thioowidans we have concluded (Baats- 
RUD a. BAALSRUD, 1952) that the assimilated CO, was actually reduced to 
a stage approximating the composition of carbohydrate. The experiments 
with 7. denitrificans were, however, performed with cell suspensions 
containing a large amount of sulfur, and in a previous section we have 
pointed out that under these circumstances no inference concerning the 
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fate of the assimilated CO, can be drawn. It is true that the extent of CO? 

uptake by the resting cells was of the same order of magnitude as that 
observed with growing cultures, where obviously a far-reaching reduction 

must occur. Since, furthermore, the CO, assimilation by resting cells of 
T. thioparus and 7’. thiooxidans also corresponds closely to that measured 

in growth experiments with these organisms, it seems reasonable to 
conclude that resting cells of 7’. denitrificans, too, convert the absorbed 

CO, into organic compounds other than mere carboxylation products. 

That this is true was demonstrated directly with a cell suspension to 
which 25 wm. thiosulfate, 16 wm. nitrate, and 5 wm. Na,C'40, were added. 
After 40 min, when all the nitrate had been reduced to N,, an excess of 
acetic acid was tipped into the main compartment, thus inactivating the 
cells,and releasing residual CO,. The latter was absorbed by KOH, intro- 
duced into a side arm through the vented stopper, over a period of 2 
hours; finally, the suspension was removed from the reaction flasks, 
and examined in the following manner. 

An aliquot of the suspension was dried on a disc, and its C1! content 
determined with a GrrtGER-MULLER counter. The remainder of the 
suspension was centrifuged, and the radioactivity of the supernatant 
liquid measured. The sediment was extracted consecutively with boiling 
water and with methanol, and the radioactivity of the two extracts and of 
the residual cells estimated. In this way it was established that 49% of the 
total C“ content of the suspension was present in the supernatant liquid, 
4% and 1%, respectively, in the water and methanol extracts of the 
cells, and 46% in the cell residue. This last fraction is presumably 
composed of high-molecular compounds of low solubility, and the 
quantity indicates that almost one-half of the assimilated CO, had found 
its way into these complex substances during the assimilation period of 
40 min. The other half, recovered in the supernatant liquid, probably 
contains the low-molecular, early assimilation products; they may have 
been extracted from the cells by the acidified solution during the 2 hours 
needed for absorption of excess CO, by the KOH. So far, the chemical 
nature of the various radioactive components has not been determined. — 
Nevertheless, the results of this simple experiment show convincingly - 
that enough CO, is fixed so that an analysis of the assimilatory mecha- 
nism in 7’. denitrificans with the techniques developed by Cavin and 
collaborators (1951) for the study of the gradual transformation of CO, in 
photosynthesis is certainly feasible. 


Summary. 
Experiments with 7’. denitrificans have shown that this bacterium 
cannot develop in media devoid of ammonium salts, and that iron is 
required for growth. Pure cultures have been isolated by means of a 
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modified medium which permits rapid growth in serial transfers. The 
organism has been characterized as an obligatory chemoautotroph which 
can oxidize a number of inorganic sulfur compounds (elementary sulfur, 
thiosulfate, tetrathionate) either aerobically with O,, or anaerobically 
with nitrate as oxidant. 


Nitrite was found to be highly toxic to the nitrate-reducing enzyme 
system ; concentrations as low as 3.5: 10-4 m inhibit denitrification in the 
_ presence of sulfur about 40°. In the presence of thiosulfate, nitrite is 
rapidly decomposed to NO; this gas can subsequently be used as an 
oxidant, and is reduced to N,. The formation of NO depends on the 
presence of both thiosulfate and nitrite. 


With resting cell suspensions CO, assimilation has been established; the 
assimilation products are not merely carboxylation products, as demon- 
strated in experiments with C4O,. 
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Untersuchungen tiber den Einflu8 
verschiedener Neutralsalze auf Wachstum, Zellform 
und Fadenbildung von Stichococcus bacillaris und einigen 
anderen Griinalgen*. 


Von 
BRIGITTE SCHRODER, geb. TORNAU. 


Mit 18 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 22. Oktober 1953.) 


Es ist schon wiederholt festgestellt worden, daB die Konzentration der Nahr- 
l6sung (BEYERINCK, 1893, SENN, 1899, Livinaston, 1900, Rayss, 1915), das Alter 
der Kulturen und gewisse Ernahrungsbedingungen (KuEss, 1896, KueRcKEr, 1896, 
GRrossMANN, 1912) sowie antibiotische Faktoren (Lurivre, Jakos u. NisBet, 1952) 
von Bedeutung dafiir sind, ob gewisse Algen sich als Faden oder als Einzelzellen 
entwickeln. Auch bestimmte Salze kénnen dabei eine Rolle spielen, wie Rayss 
(1915), Saxkamura (1924) und, besonders eingehend, ViscHuR (1926) ermittelt 
haben. Nach ViscuEr spielt die Stellung der Jonen in der Hormetsterschen Reihe 
eine Rolle; quellende Ionen begiinstigten danach die Hinzelzellenbildung, die ent- 
quellenden die Fadenbildung. Der Zusammenhalt der Zellen war in Kulturen mit 
Zusatz von Erdalkalien weit starker als mit Alkalizusatz; von den Anionen wirkten 
die Chloride und Sulfate den Nitraten gegentiber starker quellend. 

_ Weit zahlreicher sind die Angaben tiber die Formverainderung der einzelnen 
Zelle. Am haufigsten sind auch hier wieder Versuche mit verschiedenen Nahr- 
lésungskonzentrationen (FAMINTZIN, 1872, RicuTER, 1892, Livrneston, 1900, 1901, 
1905, Antari, 1904, 1906, Chodat, 1909, 1926, IssarscHENKO, 1911, GRossmaANnn, 
1912, ANDREESEN, 1913, Rayss, 1915, ViscuER, 1920, FREuND, 1923, Hartmann, 
1924, GistTL, 1932). Im allgemeinen trat in héheren Konzentrationen bei Scenedes- 
mus, Coelastrum und anderen Algen Abrundung der Zellen ein. Auch die GroBe der 
Zellen anderte sich in manchen Fallen mit Anderung der Substratkonzentration 
(RicuTeER, 1892, Arrant, 1904, 1906, Cuopar, 1909, IssarscHENKO, 1911, FREUND, 
1923, Harrmann, 1924, GistL, 1932). Haufig finden sich auch Angaben tiber Form- 
verinderungen wie Zellverbiegungen, Riickbildung von Stacheln und ahnliche Er- 
scheinungen, die von den Beobachtern in der Regel auf zugesetzte Chemikalien, Kon- 
zentration der Nahrsalze oder ahnliche auBere Wirkungsfaktoren zuriickgefiihrt 
werden (Micuxa, 1888, Kiuss, 1896, KLERCKER, 1896, GERNECK, 1907, GistL, 1932). 


Die Literatur iiber diesen Gegenstand ist damit nicht véllig erschopft. 
Aber bereits dieser Uberblick zeigt, daB verschiedene Algenformen stark 
auf auBere Reize zu reagieren vermégen. Das gilt auch fiir Stzchococcus 
bacillaris Naeg., von dem im folgenden untersucht werden soll, wie er 
sich in seinem Wachstum, seiner Fadenbildung und seiner Zellform gegen- 
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itber der Einwirkung verschiedener Neutralsalze wie auch der Hydratur 
(vgl. Burork, 1950) verhalt. Ubrigens sind neuerdings Untersuchungen 
iiber die Wirkung verschiedener Neutralsalze auch auf die Faden- un 
Kettenbildung bei Bakterien gemacht worden (HEINZEL, 1948). 


I, Experimenteller Teil. 
A. Methodik. 


Die Algenkulturen stammen aus der Sammlung von Prof. E. G. PRINGSHEIM- 
Cambridge (jetzt Gottingen). Die Hauptversuchsalge (Nr. 379/16) ist der gleiche | 
Stamm, mit dem auch schon ViscHER (1926) seine Versuche angestellt hat. 

Alle Lésungen wurden in Aqua bidest. aus einem Heraeusschen Quarzdestillier-- 
apparat hergestellt, alle verwendeten Salze waren ,,pro analysi‘. Als Nahrlésung” 
erwies sich die von BENECKE (1898) angegebene mit kleinen Veranderungen als” 
geeignet: Aqua bidest. 1000 g; darin K,HPO, 0,2 g = 0,0012 mol; Ca(NOs3). 0,5 g 
= 0,0050 mol; MgSO, 0,1 g = 0,0008 mol. Statt FeCl, wurde gepuffertes Eisen- 
citrat zugesetzt und zwar 5 cm® einer Lésung von 0,1% Eisencitrat + 0,1% Ci- 
tronensdure auf 1000 g Aqua bidest. Die im ganzen 0,08%ige Beneckr-Lisung 
wurde im allgemeinen auf das 10fache verdiinnt (0,008% = 0,0007 mol/Liter) ; 
die Nahrlésung wurde in Reagensglisern mit der frisch hergestellten Lésung der in 
der Wirkung zu priifenden Salze versetzt. Stets wurden 3 Parallelkulturen und 
3 Kontrollen mit reiner Nahrlésung angesetzt. Alle GefaBe waren aus Jenenser Glas. 

Geimpft wurde aus einer 4 Wochen alten Kultur, in der die Stichococcus-Zellen 
einheitlich 3 breit und 6—10 4 lang waren (je Reagensglas der Inhalt einer 
Platinése). Danach wurde die fiir Perri-Schalen bestimmte Nahrlésung aus de 
Reagensglisern in die trocken sterilisierten PrTrRischalen gegossen. 

Der pu-Wert (mit Mercks Indicatorpapier gemessen) lag bei den meisten Kul- 
turen wie auch bei der 0,008% igen Kontrollnahrlésung bei 5,9. Da die Genauig- 
keit der Bestimmung bei ungefaihr 0,2 py liegt, konnten deutliche Abweichungen 
nur bei den Kulturen mit 0,1 mol KNO, = 6,8 px und 0,1 mol K,SO, = 6,5 px 
beobachtet werden. Die py-Werte anderten sich bei den 4tiagigen Messungen nicht. 
Thre Wirkung auf das Wachstum der Kulturen blieb also in allen Fallen gleich. 

Die Entwicklung der Kulturen wurde zum erstenmal 8 Tage nach der Impfung 
untersucht, danach noch 3- oder 4mal im Abstand von je 4 Tagen. Zur mikro- 
skopischen Bewertung wurden die Reagensglaskulturen einmal schwach umge- 
schiittelt und eine Probe der Algen mit der Platindse in eine Tomé-Zahlkammer 
gebracht; das ganze Feld von '/49) mm* wurde ausgezihlt (von jeder Kultur 6 Pro- 
ben). Von den Petrischalen, die direkt unter das Mikroskop gebracht werden 
konnten, wurden 6 Okularzihlfelder von 0,75 mm? GréBe an willkiirlich heraus- 
gegriffenen Stellen ausgezihlt. Typische Formveriinderungen wurden sowohl ge- 
zeichnet als auch photographiert. 

Die Untersuchungen tiber den Einflu8 der Hydratur erfolgte in feuchten Kam- 
mern aus Glasringen und Objekttriigern, die mit einem Deckglas verschlossen’ 
waren, auf dessen Unterseite die Alge auf einem Gelatinetropfen (10% ige Gelatine, 
0,08% ige Bunnckn-Lisung) geimpft war. In die Glasringe kamen zur Erzielung 
verschiedener Dampfspannung NaCl-Lésungen verschiedener Konzentration (BUR- 
cork, 1950). Nach H. Wavrer (1931, 8. 163)! liegen dabei folgende Verhaltnisse vor: 

? Anmerkung: Berichtigung zu Burcrks Tabelle nach H. Waurer: H. WALTE 
gibt nicht 7,0 g NaCl in 100 Teilen Wasser an bei einer relativen Dampfspannung von 
95,4%, sondern 7,5 g NaCl in 100 Teilen Wasser. Dies wurde leider erst nach Beendi- 
gung der Versuche festgestellt, so da auch bei uns dieser Fehler vorhanden 7 
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Relative D f 
elative Dampfspannung. 100 99,0 98,2 97,4 96,5 95,4% _ 


Atmosphiren (abgerund.). 0 14 25 35 46 59 
g NaClin 100 Teilen H,O . 0,0 1,5 3,0 4,5 5,9 7,0 
 Spezifisches Gewicht. . . 1,00 1,01 1,02 1,03 1,04 1,05 


Die Kammern standen bei 21° C in Dauerlicht von 2000 Lux und wurden taglich 
mikroskopiert. 


B. Ergebnisse. . 
1, EinflupB der Neutralsalze. 


a) Untersuchungen an Stichococcus bacillaris Naeg. 379/1b. 
a) Die normale Entwicklung einer Kultur. 


Alle Versuchsergebnisse mit Salzen wurden mit der Entwicklung auf 
0,008% iger BeENECKE-Losung, die stets zur Kontrolle mitangesetzt wurde, 
verglichen. Die Entwicklung auf dieser Lésung sei als ,,normal‘‘ bezeich- 
net. In den ersten acht Tagen nach der Impfung bildeten sich Zellfiiden von 


Abb. 1. Stichococcus bacillaris. Zerfall der Algenfiden im September. @ 8 Tage alte Kultur mit 
langen Fiden. Vergr. ~ 80fach. b 12 Tage alte Kultur mit Gemisch aller Fadenlangen. 
Vergr. ~ 80fach. c 16 Tage alte Kultur; Hinzelzellen mit ,,Spharulen’. Vergr. ~ 330fach. 


50 bis etwa 600 Zellen Lange. Dann setzte zunehmender Zerfall der Faden 
ein (Abb. 1a—c); schlieBlich waren nur noch Kinzelzellen vorhanden. 

Die Kontrollen ergaben nicht immer gleiche Werte, wenn sie zu ver- 
schiedenen Jahreszeiten angesetzt wurden. 


Deshalb mu8ten zu jeder Versuchsserie unbedingt immer Kontrollserien an- 
gesetzt werden, auf die die Salzkulturen bezogen werden konnten. Wenn also bei 
den nachstehend geschilderten Versuchsergebnissen die Vergleichskulturen ziem- 
lich groBe Unterschiede zeigen, so beruht das auf derartigen Wirkungen. Fiir die 
Bewertung der Ergebnisse ist das ohne Bedeutung, weil die Kulturen stets den 
gleichen Bedingungen unterlagen wie die Kontrollen und die Ergebnisse nur auf 


diese bezogen wurden. 

Das Wachstum war in den Normalkulturen stets stirker als in den 
Kulturen mit Salzzusatz und erreichte seinen Héhepunkt in den Monaten 
Mai—Juli. 
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Nach dem 16. Tage (nur in der Zeit vom Mai bis Juli wesentlich spater) zeigten 
sich sogenannte ,,Sphirulen‘’ (KLERCKER, 1896) in den Zellen, tropfenformige 
Stoffwechselprodukte von élhaltiger Substanz, die besonders in den polar gelegenen 
Vacuolen auftraten. Sie nahmen bis zum 20. Tage standig zu, traten aber nur in 
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Abb. 2. Prozentualer Anteil der Wenigzel- 

ler (W), kurzen Faden (k. F.) und langen 

Faden (J. fF.) an der Gesamtzellenzahl im 

Laufe der Entwicklung im April in einer 
0,01 mol KCl-Kultur. 
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Abb. 4. Prozentualer Anteil der Wenigzel- 

ler (W), kurzen Fiiden (k. F.) und langen 

Faden (/. 7.) an der Gesamtzellenzahl im 
Laufe der Entwicklung im April. 
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Abb. 3. Prozentualer Anteil der Wenigzel- 

ler (W), kurzen Faden (k. F.) und langen 

Faden (2. F.) an der Gesamtzellenzahl im 

Laufe der Entwicklung im April in einer 
0,01 mol MgCl,-Kultur. 


Einzelzellen auf und sind auf der Photo- 
graphie (Abb. 1c), wenn auch nicht sehr 
deutlich, zu sehen. 


B) Entwicklung unter dem Einflup 
von Neutralsalzen. 


ax) Chloride verschiedener 
Kationen. 


Der Zusatz eines Alkalichlorids be- 
giinstigte stets den Zerfall in Einzel- 
zellen (vgl. Abb. 5a—c), der Zusatz 
eines Erdalkalichlorids verzégerte 
ihn dagegen. Das kommt am klarsten 
zum Ausdruck bei der Gegeniiber- 
stellung von KCl und MgCl,. Wah- 
rend bei den Kaliumkulturen der 
Zerfall bereits am 8. Tage einsetzte 


(Abb. 2), begann er in den Magnesiumkulturen erst nach dem 20. Tage 
(Abb. 3). Die Kontrollen hielten sich in der Mitte, indem bei ihnen ein 
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zunachst schwacher Zerfall zwischen dem 12. und 20, Tage eintrat (Abb. 4). 
Entsprechend den jahreszeitlichen Schwankungen der Normalkulturen 
zeigten auch die Kulturen mit Salzzusatz Unterschiede im Laufe des 
Jahres; stets aber blieb die Beziehung erhalten, da® die Kaliumkulturen 
frither, die Magnesiumkulturen spiter als die Kontrollen in Einzelzellen 
zerfielen. 

Ganz ahnlich, nur etwas abgeschwacht gegeniiber den Kaliumkulturen 
verhielten sich die NaCl- und CsCl-Kulturen; auch in ihnen war der Zer- 
fall der Faden beschleunigt. Das gleiche gilt fiir die CaCl,- und SrCl,- 

Kulturen gegentiber den Magnesiumkulturen. 
Aus diesem Rahmen fielen aber die Li- und die 
Ba-Kulturen vollig heraus; die LiCl-Kulturen 


Abb. 5. Aussehen verschiedener Kulturen am 12. Tag (September). a lange Faden in 0,01 mo 
MgCl,. Vergr. ~ 80fach. 6 Gemisch aller Fadenlangen in der Kontrolle. Vergr. ~ 80 fach, 
e¢ Binzelzellen in 0,01 mol KCl. Vergr. ~ 80 fach. 


verhielten sich wie Kulturen mit Erdalkalizusatz und verzogerten den 
Zerfall, waihrend das BaCl, die Kulturen wie ein Alkalisalz beeinfluBte 
und den Zerfall beschleunigte. 

Die Reihe der Chloride mit zunehmender Zerfallswirkung auf die 
Algenfaden wiirde also lauten: 

Mg < Ca < Sr < Li < Kontrolle, Ba < Cs, Na < K. 

Mit Abnahme der Konzentration naherten sich alle Salze in ihrer Zer- 
failswirkung der Kontrollnahrlésung. Auffallend war aber, dafs in den 
niedrigsten Konzentrationen in allen Salzkulturen, auch in den Kalium- 
und Natriumkulturen, mehr Faden gebildet wurden als in den Kontrollen. 
Nur die BaCl,-Kulturen machten hier eine Ausnahme: mit Abnahme der 
Konzentration beschleunigten sie den Zerfall. 

Die Wachstumsverhaltnisse sind in Tab. 1 wiedergegeben. 

Neben Zellen der tiblichen Grof8e traten in den Kulturen (besonders 


mit Alkalizusatz) verhaltnismaBig haufig verlangerte Zellen auf, die 
5* 
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Tabelle 1. Wachstum in den Chloridkulturen'. 
—_—— kein Wachstum, —— schlechtes Wachstum, — maBiges Wachstum, + maBig 
gutes Wachstum, ++ gutes Wachstum, +++ sehr gutes Wachstum. 
0,1 0,01 0,001 0,0001 0,00001 
Salz mol/Liter mol/Liter | mol/Liter mol/ Liter mol/Liter 
a 
LiCl —_—— = | ++ | +++ 
NaCl - | +4 ++4 bik He 
KCl : ++4 ++4 +++ 
CsCl Ce pe = 
| | 
MgCl, + + bas ost +++ [ 4 
CaCl, —— | +4+4 ++4 } +++ 
SrCl, | S| 1; EL: == lage Beer 
BaCl, ———— | + +4 | +4 


Das Wachstum der Kontrollen war stets sehr gut (+++). 
1 In dieser und den folgenden Tabellen bedeutet das Fehlen eines Zeichens, 
daB die betreffende Konzentration nicht gepriift wurde. 


vereinzelt bis zu 16 wu gegenitber der normalen Lange von 6—10u 
erreichten. Eine Ausnahme machten die Magnesiumkulturen, in denen 
statt liangerer kiirzere Zellen von 6 « Linge gebildet wurden, wahrend in 
den Kulturen mit 0,0001 mol CsCl-Zusatz eine Verbreiterung der Zellen 
eine durchschnittliche Zellgr6Be von 5 x 6 — 9 uw bewirkte. Dies war der 
einzige Fall, in dem im Laufe der Gesamtuntersuchungen eine Verbrei- 
terung der Stichococcus-Zelle beobachtet werden konnte. Bemerkenswert 
waren auch die 0,001 mol LiCl-Kulturen, deren Fiiden neben kurzen auch 
bis 23 w lange Zellen enthielten, so daB ein ganz ungleichmaBiges Bild 
entstand; auch in Ba-Kulturen und in den sehr schlecht wachsenden 
0,1 mol CaCl,-Kulturen traten solche iiberliingerte Zellen bis 23 « Lange 
auf. In allen anderen Erdalkalikulturen wurden nur Zellen normaler 
GroBe gebildet. 

Die gewoéhnlich am 16. Tage zuerst auftretenden ,,Sphdrulen“* erschienen in 
Kulturen mit maBigem oder schlechtem Wachstum bereits am 12. oder gar schon 


am 8. Tage als auBeres Zeichen gestérten Stoffwechsels (z. B. 0,01 mol LiCl, 0,1 mol 
NaCl, 0,0001 mol CsCl, 0,1 mol CaCl,, 0,001 mol BaCl,). 


Auffallend war weiterhin die wechselnde Farbung der Chromatophoren. 
So trat in allen Kaliumkulturen bis zur Konzentration 0,01 mol ein im Verhaltnis 
zu allen anderen Kulturen kleiner, scharf abgesetzter, tiefgriiner Chromatophor in 
den Zellen auf. In 0,001 mol LiCl-Kulturen waren die Chromatophoren haufig so 
blaB, da sie nur undeutlich erkennbar waren. Das gleiche war der Fall in Cs-Kul- 
turen der Konzentration 0,0001 mol/Liter. 


fp) EinfluB der Sulfate verschiedener Kationen. 
Zwischen Sulfaten und Chloriden waren nur geringe Unterschiede hin- 
sichtlich des Einflusses auf den Zerfall der Zellfaden in Einzelzellen fest- 
zustellen. Wieder begiinstigten die Alkalien den Zerfall und MgSO, ver- 
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zogerte ihn. Nur die Cs,SO,-Kulturen wichen ab; die Faden zerfielen 
tiberhaupt nicht, sondern starben vor Beginn des Zerfalls ab. 

Mit Verringerung der Konzentration niherten sich die Sulfatkulturen 
in ihrem Verhalten stets den Kontrollkulturen. Die Na- und K-Kulturen 
zeigten dabei immer einen beschleunigten Zerfall gegentiber den Kon- 
trollen im Gegensatz zu dem Wachstumsablauf in den Chloridkulturen 
der entsprechenden Konzentrationen. 


Tabelle 2. Wachstum in den Sulfatkulturen. 


Bei 0,1 0,01 | 0,001 0,0001 0,00001 
mol/Liter mol/Liter mol/Liter mol/Liter mol/Liter 
Li,SO, ——— | + +++ 
Na,SO, a +++ | +++ | 
K,SO, ++ +++ | +++ | 
Cs,SO, | eee 4 
Mgso, +++ {| +++ | +44 | 


} Die iibrigen Erdalkalisulfate wurden wegen ihrer geringen Léslichkeit nicht 
untersucht. 


Im Vergleich mit den Chloridkulturen (Tab. 1) fallt die etwas schlech- 
tere Entwicklung der Li- und Cs-Kulturen auf (Tab. 2). 

Hinsichtlich der Veranderung der Zellinge und der Chromatophoren- 
farbung sowie der Spharulenbildung waren kaum Unterschiede zu den 
Chloridkulturen festzustellen. Nur in den Mg-Kulturen traten die kurzen 
Zellen von 6 4 Linge nicht nur vereinzelt sondern sehr gehauft auf. 


yy) EinfluB der Nitrate verschiedener Kationen. 
Ganz anders als die Chlorid- und Sulfatkulturen verhielten sich die 
Nitratkulturen (Tab. 3). Sie enthielten durchweg mehr Faden als die 
Kontrollkulturen und zerfielen entweder zur gleichen Zeit oder spater 


Tabelle 3. Wachstwm in den Nitratkulturen. 


0,1 0,01 0,001 0,0001 
mol/Liter mol/Liter mol/Liter mol/Liter 
LiNO, oh qeae +44 
NaNO, + eae ae 
KNO, ——— +++ +++ 
Mg(NO3). ESR Sr Saas de jeaege 
Ca(NO3)o +++ dase +E 
Sr(NO3). Se alte | sae 
Ba(NO3). | | SSS | aes ++ 


in Einzelzellen. Auch der Gegensatz zwischen Alkalien und Erdalkalien, 
wie wir ihn bei den Chloriden gefunden hatten, trat wesentlich weniger 
deutlich hervor. 


70 B. SCHRODER: 


Die Reihe zunehmender Zerfallswirkung der Nitrate lautet: 
Ca < Sr, Mg, K < Na < Li < Ba < Kontrolle. 


Die Unterschiede zwischen Kulturen verschiedener Konzentration 
eines Salzes waren im Verhiiltnis zu denen bei Chloriden und Sulfaten ge- 
ringfiigig. Gewohnlich wurde mit abnehmen- 
der Konzentration der Zerfall beschleunigt. 

Das bei den Chloriden titber Veranderung 
von ZellgréBe und -inhalt Gesagte trifft auch 
fiir die Nitratkulturen zu. Ebenso wie dort 
Abb. 6. Stichococcus bacillaris. trat in allen Kaliumkulturen der kleine, scharf 
pein: 83 an nual abgesetzte, tief griine Chromatophor auf, der 

die Faden perlschnurartig erscheinen lief. 

Auffallend waren die in verschiedenen Nitratkulturen auftretenden 
gekriimmten Zellen. Sie wurden besonders in K-, Na, Ca- und Sr- (und 
noch stirker in Ammonium-)Kulturen beobachtet (Abb. 6). 


66) EinfluB der Ammoniumsalze. 
Die Ammoniumsalze verhielten sich bei guter Wachstumsforderung 
(Tab. 4) am interessantesten. Sie hatten durchweg die Tendenz, den Zer- 
fall der Algen in Einzelzellen zu verhindern. Am vollstandigsten gelang 


Tabelle 4. Wachstum in den Ammoniumkulturen. Kontrolle + + + 


NH,CI (NH,),80, / NH.NO; 
0,1. = mol +++ | —— yas 
0,01 mol ++4 | +4 pee 
0,001 mol +++ | pach ) pees 
0,0001 mol | se te +t: | iPaiecliriiede Sr uge 


dies dem Nitrat. In den Konzentrationen 0,1, 0,01 und 0,001 mol/Liter 
traten Wenigzeller nur in ganz geringer Zah] auf (am meisten in 0,001 mol) 
und Einzelzellen selbst bei lingster Versuchszeit tiberhaupt nicht (Abb. 7). 
Erst bei der sehr schwachen Konzentration von 0,0001 mol/Liter ver- 
hielten sich diese Kulturen ahnlich wie die Kontrollen (Abb. 8). 


Ganz ihnlich verhielt sich das Ammoniumchlorid. Das Sulfat dagegen 
wirkte bei der hdheren Konzentration von 0,1 mol/Liter so stark toxisch, 
dafs jede Entwicklung unterdriickt wurde (Tab. 4). 


Sehr auffallig waren die starken Kriimmungen der Fiiden in allen 
Ammoniumkulturen. 


Nach 4 Tagen fand man kurze grade oder geschwungene Faden mit einzelnen 
gekriimmten Zellen, die meist an den Enden der Faden saBen (Abb. 9a). Am 8. Tage 
traten diese gekriimmten Zellen bereits gehauft auf und saBen jetzt auch mitten 
in den nun sehr langen Faden (5). Dabei traten die verschiedensten Formen auf. 
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Mehrere Zellen zusammen bildeten eine Schleife oder legten sich wie ein Hufeisen 
zusammen (c), andere bildeten nur einen Buckel innerhalb eines graden Fadens (d). 
Die gekriimmten Zellen waren meistens besonders lang (e). Allerdings traten iiber- 
haupt in allen Ammoniumkulturen besonders lange Zellen auf mit einem Maximum 
von 33 4. Teilweise kam dies dadurch zustande, da zwar die Chromatophoren sich 
schon geteilt hatten, Zellwiande aber noch nicht gebildet worden waren, so daB bis 
zu 4 Chromatophoren in einer Zelle auftraten (f). Am 12. Tage bot sich ein neues 
Bild. Die langen Faden hatten sich entweder zu dicken Seilen verschlungen 
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Abb. 8. Prozentualer Anteil der Wenigzeller 
(W), kurzen Faden (k, F.) und langen Faden 


Abb. 7. Prozentualer Antei] der Wenigzeller 
(W, 1—4 Zellen), kurzen Faden (k. F., 5—20 


Zellen) und langen Faden (/. F., > 20 Zellen) 
an der Gesamtzellenzahl im Laufe der Ent- 
wicklung im September in einer 0,1 mol 


(1. F.) an der Gesamtzellenzahl im Laufe der 
Entwicklung im Septemberin einer 0,0001 mol 
NH,NO,-Kultur. 


NH,NO,-Kultur. 


Ww 


Abb. 9. Stichococcus bacillaris. Verschiedene Stadien der Zell- und Fadenkriimmung. @ Ge- 

krimmte Zellen am Ende der Faden, 0,01 mol NH,NO;-Kultur am 4. Tage. Vergr. ~ 700 fach. 

b Gekriimmte Zellen in der Mitte der Faden. 0,01 mol NH,(1-Kultur am 8. Tage. Vergr. ~ 900 fach. 

e Hufeisen- und Schleifenbildung. 0,1 mol NH,Cl-Kultur am 8. Tage. Vergr. ~ 550 fach. d Lange 

gekriimmte Zellen. 0,1 mol NH,Cl-Kultur am 8. Tage. Vergr.~ 700fach. e Schleife aus einer langen 

Zelle. 0,1 mol NH,Cl-Kultur am 12. Tage. Vergr. ~ 700fach. f Lange Zellen mit vier Chromato- 
phoren. 0,01 mol (NH,).SO,-Kultur. Vergr. ~ 700fach. 
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(Abb. 10a), oder sie sahen wie geknickt aus (b). Man hatte den Kindruck eines be- — 
ginnenden Zerfalls, der aber durch spatere Untersuchungen nicht bestatigt wurde. — 
Vielmehr traten am 16. Tage regelrecht verknaéuelte Faden auf, die kaum noch als 
Stichococcus zu erkennen waren (c). Damit war der Héhepunkt erreicht. Mit dem — 
Absterben losten sich die Verschlingungen und die Faden streckten sich ganz grade 
aus (d). 


Abb. 10. Stichococcus bacil/aris. Verschiedel.¢ Stadien der Zell- und Fadenkriimmung. a Zu Seilen © 

verschlungene Fiden. 0,001 mol NH,NO,-Kultur am 12. Tage. Vergr. ~ 330fach. b Geknickte 

Faden. 0,001 mol (NH,),.SO4-Kultur am 12. Tage. Vergr. ~ 50fach. ec Geknickte und gekniiuelte 

Faden. 0,001 mol (NH,),SO4-Kultur am 16. Tage. Vergr. ~ 80fach. d@ Abgestorbene wieder gerade 
gestreckte Fiiden. 0,01 mol NH,NO,-Kultur am 16. Tage. Vergr. ~ 330 fach. 


Bemerkenswert waren die tiefdunkelgriinen Chromatophoren der 
Ammoniumkulturen. In allen anderen Kulturen waren sie wesentlich 
blasser. 

Der Kriimmungsgrad der Fiiden nahm entsprechend der Fadenbildung 
mit der Konzentration ab. In den Kulturen mit einem Salzzusatz von 
0,0001 mol waren nur voriibergehend einzelne gekriimmte Zellen zu 
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finden. Nur in ihnen traten auch ,,Sphirulen“ auf, die bei starkerer Kon- 
zentration der Salzzusiitze schon deshalb fehlten, weil in ihnen keine 


Kinzelzellen entstanden. 


ee) Entwicklung der Algen unter 
dem EHinfluB zweier Neutralsalze. 
Wird die Wirkung zweier Neutral- 
salze in gemeinsamer Nahrlésung 
untersucht, so kann entweder eine 
gleiche Wirkungsstirke beider Salze 
und damit eine Zwischenbildung ge- 
gentiber den Kulturen der Hinzelsalze 
beobachtet werden, oder es kann die 
Wirkung des einen Salzes einseitig 
tiberwiegen. Die Nahrlosungen mit 
KCl + MgCl, zeigen in ihrer Wirkung 
deutlich den ersten Fall. Der zweite 
Fall wird in Nahrlo6sungen mit Zu- 
satz von NH,-Salzen verwirklicht. 
Die Kaliumkulturen zeigten das 


bekannte Bild der stetigen Zunahme 
der Wenigzeller bis zum restlosen 
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Abb. 12. Prozentualer Anteil der Wenigzeller 
(W), kurzen Faden (#. F.) und langen Faden 
(1, F.) an der Gesamtzellenzahl im Laufe der 
Entwicklung im September in einer Kultur 
mit 0,003 mol KCl] + 0,007 mol NH,Cl. 
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Abb. 11. Prozentualer Anteil der Wenigzeller 

(W), kurzen Faden (k. F.) und langen Fiden 

(1. F.) an der Gesamtzellenzahl im Laufe der 

Entwicklung im September in einer 0,01 mol 
KCl-Kultur. 
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Abb. 13. Prozentualer Anteil der Wenigzeller 
(W), kurzen Faden (&. F.) und langen Faden 
(1. F.) an der Gesamtzellenzahl im Laufe der 
Entwicklung im September in einer 0,01 mol 
NH,Cl-Kultur. 
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Untersuchte Kombinationen. 


KCl + MgCl, | KCl + NH,CI | 
0,02 mol/Liter 0,01 | mol/Liter 
0,005 + 0,015 =A 0,007 + 0,003 
0,010 + 0,010 x 0,005 + 0,005 
0,015 + 0,005 | ; 0,003 + 0,007 
0,02 2 0,01 


Zerfall in Kinzelzellen (Abb. 11). Wurde NH,Cl zugesetzt, so wurde diese 
Wirkung vollig verdeckt, ganz gleich in welchem Prozentsatz das Kalium- 
salz ersetzt wurde. Schon 30% NH,Cl geniigten gegentiber 70°% KCl, um 
die Fadenbildung zu erreichen. Die 
graphischen Darstellungen (Abb. 12 
und 13) zeigen, wie gering der Unter- 
schied zwischen einer mit KCl 


bh eK nee we 


Abb. 14. Stichococ us bacillaris. 0,01 mo] KCl- Abb. 15. Stichococcus bacillaris in Kultur 
Kultur am 16. Tage. Vergr. ~ 40fach. mit 0,003 mol KCl + 0,007 mol NH,Cl am 
16. Tage. Vergr. ~ 50fach. 


kombinierten und einer reinen NH,Cl-Kultur war. Die Kulturen zeig- 
ten auBerdem das typische Erscheinungsbild der Ammoniumkulturen, 
wie auf Abb. 14 im Gegensatz zu Abb. 15 zu sehen ist. 
Dementsprechend setzte sich auch der starke EinfluB der Ammonium- 
salze auf das Algenwachstum gegentiber MgCl, durch. Die langen Faden 


Untersuchte Kombinationen. 


MgCl, + NH,Cl | KCl + KNO,; 


0,01 | mol/Liter 0,01 | mol/Liter 
0,007 + 0,003 | ‘ 0,007 + 0,003 | J 
0,005 +- 0,005 se 0,005 + 0,005 > 
0,003 +- 0,007 | re 0,003 + 0,007 

0,01 oe 0,01 


iiberwogen eindeutig und die Bildung von Wenig- und Einzelzellern 
unterblieb im Gegensatz zur reinen MgCl,-Kultur. Mit Zusatz von NH,Cl 
setzten auch sofort wieder die Verkriimmungen ein. 

Die zerfallverhindernde Wirkung des Stickstoffs setzte sich auch dann 
durch, wenn man ihn in der Anionenform als Nitrat gab und in der 
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Mischung zweier Salze das gleiche Kation benutzte. Die Abb. 16a—c 
zeigen fiir den 12. Tag sowohl die starke Vereinzelung der Zellen in den 
reinen KCl-Kulturen (a) als auch die Erhaltung der langen Faden in den 
Nitratkulturen (5) und die Mittelstellung zwischen beiden bei der Kom- 
bination beider Salze (c). Das Mischungsverhaltnis von KCl zu KNO, 
spielte dabei keine entscheidende Rolle. . 


b) Untersuchungen an anderen Griinalgen. 


Hine andere Rasse von Stichococcus bacillaris, die in PRINGSHEIMS 
Type-Culture-Collection of Algae als Stichococcus bacillaris Naeg. 379/1a 


Abb.16. Stichococcus bacillaris am 12. Kulturtag in Lésung von @ 0,01 mol KCl, b 0,01 mol KNO,, 
e 0,005 mol KC] + 0,005 mol KNO;. Vergr. ~ 80fach. 


gefiihrt wird, verhielt sich hinsichtlich der Wirkung der Salze auf die 
Fadenbildung im Prinzip wie Stichococcus 1b (meine Hauptversuchsalge, 
bei PrincsHEM als Stichococcus bacillaris Naeg. 379/16 gefihrt). 

So trat bei ihr ebenfalls der Gegensatz zwischen der Wirkung der Alkali- und 
Erdalkalichloride hervor, wenn auch etwas schwacher als bei Stichococcus 1b. Die 
Fadenbildung war auch hier in den Erdalkalikulturen gefordert gegentiber den 
Alkalikulturen, in denen der Zerfall sehr friih einsetzte. 

In Einzelheiten wich sie aber doch erheblich ab. So trat die starkste 
Fadenbildung stets in der reinen Nahrlésung der Kontrollen auf. Ge- 
kriimmte Zellen konnten nirgends beobachtet werden, und selbst in 
Ammoniumkulturen traten lediglich etwas verlangerte Zellen auf. Damit 
fiel auch die starke Fadenbildung fort, so daB NH,Cl in dieser Hinsicht 
seinen Platz zwischen Alkali- und Erdalkalisalzen bekam. Wie bei Sticho- 
coccus 1b trat auch bei Stichococcus Ja in allen Zellen der Kaliumkulturen 
der kleine, scharf abgesetzte, tief griin gefiirbte Chromatophor auf. 

Aus versuchstechnischen Griinden war es nicht méglich, die nach- 
stehend untersuchten Algenarten in ihrem Verhalten gegeniiber der 
ganzen Reihe der Kationen und Anionen zu priifen. Deshalb wurden die 
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Lésungen mit Zusatz von 0,01 mol KCl und 0,01 mol MgCl, als zwei gegen- 
sitzlich wirkenden Salzen fiir die Priifung ausgewahlt. 

Stichococcus bacillaris aus ViscHERs Sammlung in Basel (Nr. 1), von 
der Stichococcus bac. 1b abstammen soll, reagierte itberhaupt nicht auf 
die Salzzusiitze. Er bildete in allen Kulturen ganz lange Faden; erst am 
15. Tage traten auch kurze Faden und einige Wenigzeller auf, ohne jedoch 
in den Kaliumkulturen starker zu tiberwiegen als in den MgCl,-Kulturen. 
In den nachsten Tagen zerfielen alle Kulturen zunehmend in Einzelzellen. 

Das umgekehrte war bei Stichococcus mirabilis Lagerh. 379/3 (ebenfalls 
von PrinasHem) der Fall: in allen Kulturen tiberwogen die Ein- und 
Zweizeller. Faden aus mehr als fiinf Zellen traten gar nicht auf. 

Hormidium nitens (335/3 in PrinasHerms Sammlung) verhielt sich 
ganz ahnlich wie Stichococcus bacillaris 1a. In den KCl-Kulturen waren 
bereits am 7. Tage nur noch Ein- und Zweizeller vorhanden, waihrend in 
den MgCl,-Kulturen die Faden stark iiberwogen. Allerdings trat auch hier 
bald der Zerfall ein, so daB am 15. Tage in allen Kulturen nur noch Einzel- 
zellen vorhanden waren (Tab. 5). 


Tabelle 5. Fadenbildung von Hormidium nitens am 7. Tage. 


| Kinzeller | 2-Zeller | 3-4 | 5—10 | 10—50 Zellen 
| 
ka | 930% | 70% — =, | 
MgCl, 25.7% | 198% | 69% | 15,8% 31,6% 


Ahnliche Reaktion zeigte Hormidium flaccidum A. Br. (335/2a von 
PRINGSHEIM). Aber die Erscheinungsweise war doch recht verschieden. 
Nach dem Beimpfen bildeten alle Kulturen nur Faden, die in den Lé- 
sungen mit Zusatz von MgCl, linger waren als in den KCl-Kulturen. Der 
Unterschied wurde aber immer gréBer, so daB am 29. Tage in den Kalium- 
kulturen neben kurzen und langen Fiaiden auch Einzelzellen vorhanden 
waren, wahrend sich in den Magnesiumkulturen nur dichte Kniuel langer 
Faden bildeten. 

Am schwichsten reagierte Hormidium barlowii PRrinasHEetm 335/la. 
In allen Kulturen herrschten die langen Faden vor. Erst am 29. Tage 
machte sich der KinfluB des KCl-Zusatzes durch Bildung kiirzerer Fiiden 
bemerkbar, wihrend in den Magnesiumkulturen die langen Faden auch 
dann noch erhalten blieben. 

Stiirker wichen die Coelastrum-Arten inihrem Verhalten ab. Coelastrum 
microporum Naeg. (217/1a von PrinGsHEIM) bildete in allen Kulturen 
ohne Unterschied iiberwiegend Kolonien aus, wahrend Coelastrum probo- 
scideum Bohlin var. gracile ViscuER (217/3 von PRiInGsHEIM) immer 
nur Einzelzellen entwickelte. 

Dagegen zeigte Coelastrum prob. Bohlin var. dilatatum VISCHER (217/2 
PRINGSHEIMS) gewisse Anklinge an das Verhalten von Stichococcus. In 
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den Mg-Kulturen iiberwogen stets die Kolonien, waihrend in den Kalium- 
kulturen zunichst hauptsichlich isolierte Zellen auftraten, Am 29. Tage 
hatten sich jedoch auch hier neben Einzelzellen zur Halfte Kolonien ge- 
bildet, die oft recht unregelmaBig aussahen. 

Sehr einheitlich verhielten sich die Scenedesmus-Arten. Scenedesmus 
basiliense VISCHER (276/1a PRINGSHEIMS) wies in den verschiedenen 
Loésungen einheitlich tiberwiegend isolierte Zellen neben einer begrenzten 
Zahl von Kolonien auf. Scenedesmus Naegelii Chodat (2 6/2 PRINGSHEIMS) 
sowie Scenedesmus quadricauda Turpin em. Chodat (276/4c PRINGSHEIMs) 
bildeten dagegen tiberwiegend Kolonien aus vier Zellen unabhingig von 
der Art der verwendeten Lésung. 

Kine nicht sicher bestimmte Scenedesmus-Art (wahrscheinlich acutus) 
aus Gottingen wurde auch noch bei verschiedener Konzentration sowohl 
der Nahrlosung als auch der Salzzusitze kultiviert. Die Wuchsbeobach- 
tungen bei verschiedener Nahrlésungskonzentration sind in Tab. 6 
wiedergegeben. 


Tabelle 6. 
Entwicklung von Scenedesmus spec. in verschiedenen Ndhrldsungskonzentrationen. 
BENECKE-L6sung | Wachstum Form | Verband 
0,0016—0,004% —— 12—14 uw statt 8 yw breit tiberwieg. Kolon. 
0,008 —0,027% | +++ etwas breiter als normal Kolonien 
0,04 —0,08% | —. normal | Kolonien 
0,16% = | normal tiberwieg. Kolon. 
0,4% | — — | normal mehr Kolonien als 
| Einzelzellen 
0,8% —— | 416 uw breit halb Kolonien, 
| 8—32 u lang halb Einzelzellen 


Zellen jeder GroBe und 
Gestalt 


Auf ein ihr zusagendes Milieu reagierte die Alge also neben gutem 
Wachstum auch mit Koloniebildung, wahrend unter- und oberhalb 
dieses Konzentrationsoptimums die Einzelzellen zunahmen, wie dies 
schon GRossMANN (1912) beobachtete. Die weitere Priifung erfolgte in 
0,016% iger Nahrlosung, die sich als am giinstigsten erwiesen hatte; ihr 
wurden NaCl, KCl und LiCl in verschiedenen Konzentrationen zuge- 
setzt (LiCl auch noch in Agarkulturen) (Tab. 7 und 8). 

Man sieht, wie empfindlich die Art auf hohere Konzentrationen rea- 
gierte. Erst bei starkerer Verdiinnung der Lésung setzte die Kolonie- 
bildung ein. Bei den Konzentrationen, die eben noch vertragen wurden, 
traten die in der Literatur wiederholt beschriebenen verbreiterten bis 
kugeligen Zellen auf (CHopaT 1909 und 1926, GROSSMANN 1912, AN- 
DREESEN 1913). Auf Agar (Tab. 8) war die Giftigkeit von LiCl stark 
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Tabelle 7. Entwicklung von Scenedesmus spec. bei Zusatz von KCl, NaCl und LiCl 


verschiedener Konzentration. 
ath A eS eee ee ee ee eee 


Konzentration | Wachstum Verband 

Kontrolle: | 4+ | Kolonien 

0,5 mol/Liter See ee 

| 0,1 “s : neben kugeligen Zellen auch 

KCl normale Kolon. u. Einzelzellen 

0,05—0,091 mol/Lit. H+ iiberwiegend Kolonien 

0,0005—0,0001 ,, ++4 Kolonien 

0,5 mol NP eed 

Oars = Einzelzellen, viele kugel. Zellen 
NaCl (OOH! + Einzelzellen 

0,001... | ++ iiberwiegend Kolonien 

0,0005 ,, ++ Kolonien 

0,5 —0,01 mol | a | ro 

0,008 —0,004 wt ~- Einzelzellen, kugelige Zellen 
LiCl 0,002 —0,0008 ,, | t+ halb Einzelzellen, halb Kolonien 

0,0006 2 + + iiberwiegend Kolonien 

0,0004—0,0001 __,, ++ | Kolonien 


Tabelle 8. Entwicklung von Scenedesmus spec. bei Zusatz von LiCl verschiedener 
Konzentration auf Agar. 


LiCl-Konzentration Wachstum | Verband 
0,5 mol | = — 
Ove. / —— | kugelige Einzelzellen 
QOL | — | tiberwiegend kugel. Einzelzellen 
0,008 —0,006 mol | + | halb Einzelzellen, halb Kolonien 
0,004 —0,0008 _ ,, | ++ | halb Einzelzellen, halb Kolonien 
0,0006—0,0001  ,, ++ tiberwiegend Kolonien 


herabgesetzt; schon bei 0,1 mol/Liter zeigte sich in den Agarkulturen 
schwache Entwicklung, die in fliissigem Milieu erst bei 0,008 mol/Liter 
einsetzte. So deutlich die Konzentrationsunterschiede in ihrer Wirkung 
hervortraten, so wenig unterschieden sich die Reaktionen der Alge auf 
die drei untersuchten Alkalien. 

Kine zweite Art, Scenedesmus obliquus, zeigte bei entsprechenden Unter- 
suchungen ganz die gleichen Erscheinungen. 


2. Hinflup der Hydraturtnderung auf verschiedene Griinalgen. 


Die starke Reaktionsfahigkeit von Stichococcus bacillaris 1b gegen- 
iiber verschiedenen Salzen sowie vor allem seine Empfindlichkeit gegen 
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zu hohe Konzentrationen der Salzlésungen lie8 erwarten, da® er auch 
auf einen Wechsel der Hydraturverhiltnisse mehr oder weniger an- 
sprechen wiirde. Tatsichlich traten in den feuchten Kammern mit der 
verschiedenen Dampfspannung auch Verschiedenheiten auf. 

Uber Aqua bidest. entwik- 


kelten sich in fiinf Tagen bis yegs es 
l6zellige gesunde Faden, die ee ae 
in den folgenden fiinf Tagen ~ os 
wieder in Einzelzellen zerfie- ey WU es 


len. Auffallend war dabei die 
Zusammenlagerung der Zellen 


(Abb. 17a). — Auch itber 1,5% 


CEs 
NaCl (99% relative Dampf- cere Sy 
spannung) bildeten sich in f) es 


sieben Tagen noch gesunde 
Faden, die teilweise aus mehr 
als 16 Zellen bestanden. Sie 
zerfielen aber in den drei fol- 
genden Tagen sehr schnell in 
Einzelzellen (Abb. 176). Die 
durchschnittliche Lange der 
Zellen lag an der oberen Gren- 
ze des Normalen und betrug 
10—12 uw. — Uber 3%iger 
NaCl-Losung(Dampfspannung 
98,2°%) entwickelten sich nur. 
noch 8zellige Faden, die be- 
reits in den ersten fiinf Tagen 
,»spharulen“ bildeten. Die 
Lange der Zellen betrug ebenso 
wie tiber 1,5% iger NaCl-L6- 
sung 10—12 yw. In den nach- 
sten Tagen entstanden kleine : 
Gruppen aus Einzelzellen, die Abb, Formverinieranaen von stiviowous bac 


sich langsam auflosten. Soweit 9 Tage alte Kulturen tiber a Aqua bidest., b1,5% iger, 
c 4,5%iger, d 5,9%iger, e 7%iger NaCl-Lésung. 


noch zu kurzen Faden verbun- Veron A070 fath, 
dene Zellen vorhanden waren, 
streckten sie sich bis zu einer Lange von 16 w. — Uber der 4,5% igen 


NaCl-Losung (97,4°% relative Dampfspannung) machten sich erhebliche 
Wachstumshemmungen bemerkbar. Die Teilungsgeschwindigkeit lief 
ganz erheblich nach. Wahrend sonst tiaglich eine Teilung erfolgte, 
brauchten sie jetzt zwei Tage. Dadurch wurden die Zellen langer als 
normal (normal 6—10 ). Am 5. Tage erreichten sie 16—20 yw Linge, 
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am 6. Tage gar 26—33 yw. Vom 8. Tage an entstanden ebenso wie tiber 
3% iger NaCl-Lésung Zellhaufen, deren Einzelzellen sich auflésten 
(Abb. 17¢). Wo noch Faden aus langen Zellen erhalten geblieben waren, 
war ihr Chromatophor nicht mehr zu sehen. Sie erschienen daher blaB, 
leer oder mit ,,Spharulen“ angefiillt (Abb. 17). — Uber 5,9% iger NaCl- 
Lésung (96,5°% relative Dampfspannung) war schlieSlich das Wachstum 
noch weiterhin verlangsamt. So bildeten sich nur noch Vierzeller, deren 
Zellen am 4. Tage bis 20 ~, am 9. Tage bis 30 uw Linge erreichten. Aber 
bereits vom 4. Tage an begannen sie zu verkriippeln (Abb. 17d) und am 
8. Tage erschienen sich auflésende Zellhaufen. —Uber 7,0% NaCl(95,4% 
relative Dampfspannung) fand kaum noch eine Entwicklung statt. Vom 
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Abb. 18. Formverinderungen von Scenedesmus spec. unter dem Einflu8 der Hydraturinderung. 
6 Tage alte Kulturen iiber a Aqua bidest., 6 1,5%iger NaCl-Lésung, e¢ 3%iger NaCl-Lésung. 
Vergr. ~ 100fach. 


4. Tage an verkriippelten die wenigen Ein- und Zweizeller, erschienen wie 
aufgeblasen und wurden blaB und kérnig (Abb. 17 e). 

Stichococcus bac. Naeg. 379/la erwies sich gegeniiber erschwerten 
Hydraturverhaltnissen als widerstandsfahiger. Wahrend die Erschei- 
nungen des Wachstums im ganzen die gleichen waren, traten die Be- 
sonderheiten erschwerten und geschidigten Wachstums doch immer 
erst in der nachst héheren Konzentrationsstufe gegentiber Stichococcus 
bac. 1b auf. Dabei wurden die Zellen héchstens doppelt so lang als normal. 
Auch die Ausbildung sich auflésender Zellhaufen blieb aus. Dafiir traten 
verkiimmerte Einzelzellen mit rotem Inhalt auf, die sich auflésten. 

Als wesentlich empfindlicher erwies sich eine Scenedesmus-Art. Sie ent- — 
wickelte nur tiber Aqua bidest. gesunde Kolonien und Einzelzellen in der 
Grobe von 3 x 10u (Abb. 18a). Schon iiber 1,5°,iger NaCl-Lésung bildeten 
sich bis zum 5. Tage Haufen dicker, runder Zellen von der GréBe 13 x 13 4 
mit kérnigem Inhalt, wie sie Abb. 18 wiedergibt. — Bei Erhéhung der 
Konzentration der Salzlésung auf 3° dnderte sich nur die GréBe der 
Zellen, deren Durchmesser zwar nicht wesentlich, aber doch deutlich 
zunahm (Abb. 18¢). — Aber schon bei der nachst héheren Konzentration 
von 4,5°% NaCl war bei einer relativen Dampfspannung von 97,4°%, die 
Grenze der Entwicklungsméglichkeit erreicht. Die Algen vermehrten sich 
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nicht mehr. Die geimpften Kolonien wurden kornig; oft trat ein roter 
Tropfen in den Zellen auf, und schlieBlich lésten sich die Zellen auf. — 
Uber starkeren Lésungen waren nur noch undeutlich kleine, schmale, 


blasse Zellen zu erkennen, die manchmal mit roten Tropfen angefiillt 
waren. 


Auch eine Chlorella-Art, die als letzte untersucht wurde, reagierte auf 
erschwerte Hydraturverhiltnisse recht empfindlich. Normalerweise 
bildete sie3 x 3 wbis5 x 5 uw groke Zellen. Erst tiber einer 3% igen NaCl- 
Lésung vergréBerten sich die Zellen bis zu 7 X 7 4, wiesen aber teilweise 
schon rote Tropfen im Inneren auf und lagen in Haufen zusammen, Uber 
5,9%iger NaCl-Lésung wurden Decken roter gegeneinander abgeplatteter 
Zellen von normaler GréBe beobachtet, die in gleicher Weise bei der ge- 
ringsten relativen Dampfspannung von 95,4% iiber einer 7 ,0% igen NaCl- 
Lésung auftraten, dort aber von Tag zu Tag kleiner wurden. 

Die Vergr6Rerung, besonders Verlangerung von Zellen bei Abnahme 
der relativen Dampfspannung hat schon Burcrk (1950) bei Bakterien 
beobachtet. Es scheint sich um eine Teilungshemmung infolge schlechter 
Lebensbedingungen zu handein. Mit Griinalgen sind meines Wissens erst 
sehr wenig Untersuchungen iiber Hydraturanderungen gemacht worden 
(WALTER, 1931). Diese wenigen Arbeiten beschranken sich auBerdem 
meist auf die Feststellung des Hydraturminimums (also derjenigen 
Dampfspannung, bei der ein Wachstum gerade noch mikroskopisch fest- 
stellbar ist). Verstindlicherweise gehéren alle Algen, die bisher unter- 
sucht wurden, einschlieBlich der vorstehend beschriebenen zu den hygro- 
philen Organismen mit einem Hydraturminimum iiber 95% im Gegensatz * 
zu den xerophilen und mesophilen, deren Hydraturminimum zwischen 
85% und 95% liegt. 


II. Besprechung. 


Der Versuch einer Deutung unserer Befunde mu zweifellos von der 
Wirkung der untersuchten Salze auf den kolloiden Zustand der Zellmem- 
bran und des Plasmas ausgehen. Neben den Sorptionsvorgingen, die den 
osmotischen Druck in den Zellen beeinflussen, steht zu erwarten, daB vor- 
wiegend Quellung und Entquellung eine maBgebende Rolle spielen. Zu 
diesem Ergebnis kommt die Mehrzahl der Autoren, die sich mit diesen 
Fragen befaB8t haben (HormetsTER, 1888/89/90/91, Korrn, 1914, Leng, 
1916, Mac Dovgat und SporgrR, 1917, Eisenpere, 1919, Spex, 1920, 
Kano, 1921, 1926, Doxan, 1924, Port, 1925, HOpER, 1926, ViscunEr, 
1926, Boas, 1928, GELLHORN, 1929, PrRscHLE, 1930, 1932, HEINZEL, 1948, 
Voss, 1952). Vor allem dirfte fiir den Zerfall der Algenfaden die mehr 
oder weniger starke Quellung der aéuBeren Schicht der Zellmembran wirk- 
sam werden. Wiirde der Quellungsvorgang allein entscheidend sein, so 
mite fiir die Starke des Zerfalls der Faden im groBen und ganzen die 
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HormerstErsche lyotrope Ionenreihe zutreffen. Diese entspricht in der 
Tendenz, wenn auch nicht im einzelnen der Reihe steigender Permeabili- 
tit, die nach Kano (1926) Ca < Ba < Mg < Li < Na < K lautet. Es 
liegen aber genug Beobachtungen vor, die zeigen, da sie nicht streng 
fiir alle Zellen verschiedener Arten gilt, weil es sich dabei nicht um einen’ 
rein physikalisch-chemischen, sondern einen physiologischen Vorgang 
handelt. So werden wir von vornherein keine restlose Ubereinstimmung 
unserer gefundenen Reihen mit denen anderer Autoren erwarten kénnen. 

Mit geringen Abweichungen besonders jahreszeitlicher Art galt bei 


unseren Versuchen fiir die Chloride und untersuchten Sulfate die Kat- 


ionenreihe: 
NH, < Mg < Ca < Sr << Li< Ba < Cs, Na< K 


zunehmender Zerfall in Einzelzellen. 


Fiir die Nitrate dagegen: 
NH, < Ca < Sr, Mg, K < Na< Li< Ba. 


In der Literatur findet man eine groBe Mannigfaltigkeit von Kationen- 
reihen, die vielfach nur darin tibereinstimmen, daB die entquellend wir- 
kenden Erdalkalien am Anfang, die quellend wirkenden Alkalien am Ende 
der Reihe stehen. Gegeniiberstellungen der verschiedenen Ionenreihen 
finden sich vor allem bei E1sENBERG (1919), Kano (1926), Boas (1928), 
und GELiHoRN (1929). ViscHErR (1926) fand fiir die an Stichococcus 
untersuchten Chloride folgende Kationenreihe: 


Ca < Mg, Na, Ki<c lw NH, 


mehr Hinzelzellen. 


Er gibt dazu an, da8 nur in den Kontrollen und Ca-Kulturen Faden auf- 
traten, in allen anderen Kulturen Wenigzeller oder gar nur Einzelzellen. 
Dazu mu betont werden, da er nur den Zustand an einem bestimmten 
Tage untersuchte, nicht aber die Entwicklung verfolgte; auch gibt er 
nicht den Monat an, obwohl auch er fand, da die Jahreszeit einen erheb- 
lichen EinfluB hatte. Dadurch mégen die Unterschiede zwischen VISCHER, 
und den eigenen Ergebnissen verstindlich werden. Auffallend ist vor | 
allen Dingen die Stellung von Mg und NH, im Gegensatz zu unseren 
Beobachtungen. 

In der Literatur wird wiederholt darauf hingewiesen, dai die Konzen- 
tration der Salze einen bedeutenden HinfluB auf die Quellungswirkung 
hat (LenxK, 1916, Mac Dovaat und Spornr, 1917, SPEK ,1920, WALTER, 
1923, Doxan, 1924, Boas, 1928, Brauner, 1930). Vergleichen wir nicht 
die héchstméglichen, d. h. nicht mehr schidlich wirkenden Salzkonzen- 
trationen, sondern isomolare Konzentrationen unter Fortlassung der in 
der entsprechenden Konzentration stark toxisch wirkenden Salze, so 
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| ergibt sich fiir die Chloride und Sulfate bis zur Konzentration 0,01 mol 
die Reihe: 
NH, < Ba, Ca, Mg, Sr < Nax< K. 


Fiir die Nitrate dagegen besteht nur bei der Konzentration 0,1 mol die 
Beziehung: 
NH, < Erdalkalien < Alkalien 


> 


zunehmender Zerfall. 


In niedrigeren Konzentrationen wird der Unterschied bedeutend schwi- 
cher, so da die Aufstellung einer Reihe nicht mehr sinnvoll ist. Nur der 
starke Unterschied zwischen dem Ammoniumion und allen anderen Kat- 
ionen bleibt bis zur Konzentration 0,001 mol bestehen. 

Vergleicht man den Einflu8 der niedrigeren Konzentrationen der Chlo- 
ride und Sulfate (0,001 und 0,0001 mol), so sieht man auch hier, daB die 
Unterschiede mit fallender Konzentration geringer werden und der Zu- 
sammenhang zwischen Wertigkeit und LHinzelzellenbildung sich ver- 
wischt. Auch die charakteristische Wirkung des Ammoniumions ver- 
schwindet bei der Konzentration 0,0001 mol. 

Das Ammoniumion wird von den meisten Autoren (Korrs, 1914, 
RvaLAND und HorrmManyn, 1925, BRaunuR, 1930) an das Ende der Perme- 
abilitaétsreihe als stark quellendes und leicht permeierendes Ion gestellt. 
Um so auffalliger ist seine gerade entgegengesetzte Stellung in unseren 
Reihen. In der Literatur sind kaum Beobachtungen dariiber vorhanden. 
Nur ViscHeEr (1926) gibt an, da8 das NH,-Ion die Quellung stark ver- 
hindern soll, fiihrt aber Stichococcus bacillaris gerade als Ausnahme an, 
da er in NH,Cl-Kulturen nur Einzelzellen fand. Da sich die untersuchte 
Alge aber hinsichtlich der tibrigen Salze durchaus anderen Objekten ahn- 
lich verhalt, bliebe nur die nicht sehr wahrscheinliche Annahme, daB die 
in Ammoniumkulturen beobachteten Verkniuelungen der Algenfaden 
als eine Art extremer Quellung aufzufassen sind und die Fadenbildung 
nur eine Folge davon ist. Dem Ammoniumion speziell fiir diesen Fall eine 
entquellende Wirkung zuzuschreiben, liegt an sich kein Anhalt vor. 
Andererseits darf nicht verkannt werden, da NH, durch seine Wirkung 
als Nahrstoff die Plasmabildung wesentlich fordert und damit die Zellen 
lange Zeit im teilungsfaihigen Zustand erhilt. Solange wird aber auch die 
Fadenbildung begiinstigt. 

Fiir eine quellende Wirkung des Ammoniumions spricht in unserem Falle, dah 
lange Zellen auBer in NH,-Kulturen bevorzugt in solchen Kulturen auftraten, die 
schnell in Einzelzellen zerfielen, wie die Alkalikulturen. Als Sondererscheinung fan- 
den sie sich auch in den niedrigen Konzentrationen von BaCl,, in denen ebenfalls 
die Einzelzellen sehr bald iiberwogen. Hernzen (1948) fiihrt die Ausbildung langer 
Zellen bei Bakterien darauf zuriick, daB die durch quellende Ionen bedingte er- 
hohte Kolloidhydratation, die ein abnorm starkes Eindringen der Salze in die Zelle 


zur Folge hat, die Teilung hemmt und so die Zelle vergroBert wird. In Ammonium- 
6* 
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kulturen lieB sich dies bei uns deutlich daran beobachten, daB zwar die Chroma-— 
tophoren sich noch teilten, oft aber keine Zellwinde gebildet wurden. Arrart (1904, 
1906) nahm an, daB hohe Konzentrationen an sich die Teilung hemmen und da-_ 
durch lange Zellen entstehen. In unserem Falle ist dann aber nicht einzusehen, warum 
etwa bei hohen Magnesiumkonzentrationen keine langen Zellen auftraten. Fir die~ 
Calciumkulturen traf dies allerdings tatsachlich zu. 

Auch gekriimmte Zellen finden sich vorwiegend in quellend wirkenden L6-— 
sungen. Immerhin ist die Erklarung dieser Erscheinung wesentlich schwieriger und 
wohl nicht allein auf Quellung oder Entquellung zuriickzufiihren. Zwar gibt z. B. 
Boas (1928) an, daB durch quellende Agentien Zelldeformationen hervorgerufen — 
werden kénnen; aber dabei handelt es sich meist um Abrundungen langlicher Zel- 
len, also allseitig sich gleichmaBig auswirkende Quellung, soweit nicht durch Auf- 
nahme stark osmotisch wirkender Salze eine Erhéhung des osmotischen Druckes 
des Zellsaftes eingetreten ist. Bei gekriimmten Zellen liegt aber eine aus unbekann- 
ten Griinden starke Bevorzugung einer Seite vor, ohne die eine Kriimmung nicht 
stattfinden wiirde. DaB eine NH,-Wirkung vorliegt, ist wenig wahrscheinlich, da 
eine pa-Anderung nicht vorhanden ist. Auffallend ist die starke Rassenspezifitat 
hinsichtlich der Reaktion auf Ammoniumsalzlésungen. Der so nahe verwandte und 
auf alle anderen Salze ahnlich reagierende Stichococcus bacillaris la zeigte auch 
nicht eine Spur von Kriimmung in den NH,-Salzlésungen. Fiir ihn ergab sich eine 
Stellung des NH,-Ions zwischen Alkalien und Erdalkalien, was immerhin den Er- 
gebnissen anderer Autoren nahe kommt. Auch ViscHER (1926) gibt fiir Sticho- 
coccus bacillaris keinerlei Kriimmungstendenz in NH,-Kulturen an. GERNECKs 
Beobachtung der Zellverbiegungen kurz vor dem Absterben der Stichococcuszellen 
fand in unseren Untersuchungen keine Bestatigung. Am besten stimmen unsere 
Beobachtungen mit denen von KLERCKER (1896) tiberein, der Kriimmungen be- 
sonders an verlangerten Zellen beobachtete. Da sie zugleich bei Bildung langer 
Faden und Behinderung des Zerfalls trotz starker Quellung auftraten, muB man sie 
wohl mit den dadurch gegebenen besonderen Wachstumsverhiltnissen in Be- 
ziehung bringen. 

Die von GERNECK (1907) beobachteten Zellverbiegungen scheinen dagegen anderer 
Art zu sein. Sie sind wohl eher den Involutionsformen vergleichbar, die wir in den Ver- 
suchen tiber die Hydratur bei relativ geringer Dampfspannung beobachteten. Da- 
bei wird es sich also eher um eine Wasserentziehung als um eine Quellung handeln. 
Auch die Verlingerung der Zellen mit abnehmender Dampfspannung beruht hier 
zweifellos auf einer Teilungssistierung infolge schlechter Lebensbedingungen durch 
Entzug des Wassers. 


Sie geht konform mit einer Wachstumshemmung, die bei den Ver- 


suchen in NH,-Salzlésungen keineswegs auftrat. Das zeigt auch die 
folgende Kationenreihe zunehmender Wachstumshemmung: 


Mg, NH, < K, Ca < Na < Sr < Ba < Li < Rb < Gs. 


Man sieht, dafs zwischen Permeabilitiét und Wachstumshemmung keine 
Parallele vorhanden ist, was auch Voss (1952) bei kokkoiden Bakterien 
feststellte. Dagegen beobachtete Kano (1926), daB ein Salz entsprechend 
der Reihe: Ca < Ba < Mg < Li < Na < K ump giftiger ist, je leichter 
es ins Plasma eindringt. 

Korres (1914), Ersenpere (1919) und Port (1925) fanden wenigstens eine gewisse 


Anniherung an diese Regel, EIseNBurG bei Bakterien allerdings nur fiir die Anionen, 
wahrend er fiir Kationen fast eine Umkehr der Regel feststellte: Na <_K < NH, < 
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: Li < Mg < Ca < Sr < Ba. Borowrkow kam nach Kano (1926) zu einer ahn- 
lichen Reihe zunehmender Wachstumshemmung: NH, < K < Na < Li< Mg < 
Ba < Ca < Sr. Kano (1926) fiihrt dies darauf zuriick, daB zweiwertige Ionen bei 
Wachstumsprozessen die Hydratation der jungen Zellwandkolloide unmittelbar 
herabsetzen, was zu einer Wachstumshemmung fiihrt. 

Fiir unsere Versuche ist die Diskussion dieser Verhaltnisse deshalb nicht weiter 
fruchtbar zu machen, weil wir nicht mit reinen Salzlosungen arbeiteten, sondern die 
Salze nur einer sogenannten physiologisch aquilibrierten Loésung zusetzten. Es 
handelte sich also eigentlich um Versuche mit Elektrolytkombinationen, wenn auch 
ein Salz stets stark im Uberschu8 vorhanden war. Es ist aber eine lange bekannte 
Tatsache, da besonders Salze verschiedener Valenz sich gegenseitig entgiften 
k6nnen. Speziell Calcium spielt dabei eine groBe Rolle, wenn es auch, wie in unserer 
Grundlésung, nur mit 0.0005 mol vertreten ist. 

Am besten stimmt unsere Reihe mit den Ergebnissen von PrrRscHLE 
(1930/32) tiberein, der Wachstumsmessungen an den Keimlingen héherer 
Pflanzen anstellte. Er ordnet die Ionen nach dem periodischen System 
und zeigt, daB die beiden Kationen K und Ca mit mittlerem Atomgewicht 
am gunstigsten wirken. Dagegen verstirkt sich die Wachstumshemmung 
sowohl mit abnehmendem wie zunehmendem Atomgewicht. 


ins Naistkee bi Ce 
Mg >Ca< Sr < Ba. 


Wenn man vom Magnesium absieht, lassen sich unsere Ergebnisse in 
das gleiche Schema einordnen. Voss (1952) bestitigt es fir kokkoide 
Bakterien. PrrscuiEs Ergebnisse stimmen auch insofern mit unseren Be- 
obachtungen tiberein, als er in den Reihen jeweils bei den Ionen mit héhe- 
rem Atomgewicht starkere Wachstumshemmungen findet als im ersten 
Teil der Reihen. Er gibt an, daB die Verhaltnisse besonders deutlich in 
Versuchen mit Nahrlésungen zum Ausdruck kamen. Je mehr er seine 
Lésungen verdiinnte, um so geringer wurden ebenso wie in unseren Ver- 
suchen die Unterschiede. Er nimmt an, daB es sich bei den gefundenen 
Reihen um ein Zusammenwirken zunehmender Ionenradien und. ab- 
nehmender Hydratation handelt. 

Die Wirkung der Anionen in unseren Versuchen ist verhaltnismabig 
schwach; die auftretenden Unterschiede sind schwicher als in der Ka- 
tionenreihe. Auffallend ist immerhin die eindeutige Beziehung: 


NO, < S0,, Cl 


> 


stirkerer Zerfall. 


Die Mehrzahl der vorgenannten Autoren gibt hingegen folgende Reihe steigender 
Quellung an: SO, < Cl < NO. Nur ViscuEr (1926) bestatigt fiir Pseudendoclonium 
basiliense, daB die Nitrate den Zusammenhalt der Zellen gegeniiber Sulfaten und 
Chloriden férderten. Die von ihm als Beleg beigefiigten Zeichnungen von Nitrat-, 
Chlorid- und Sulfatkulturen weisen allerdings nur recht geringe Unterschiede auf. 


Unsere Versuche machen es wahrscheinlich, daB es sich bei der Nitrat- 
wirkung gar nicht um einen Quellungseffekt, sondern lediglich um einen 


. 
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Erndhrungs- also Wachstumseffekt handelt; sie deckt sich auch mit der 4 
NH,-Wirkung. Das Wachstum in den Nitratkulturen war gegentiber 
Chlorid- und Sulfatkulturen etwa doppelt so stark. Eine Beziehung zur I 
lyotropen Reihe der Anionen ist daher aus unseren Versuchen nicht zu — 
entnehmen. Schon eher sind unsere Ergebnisse vergleichbar mit W1scH- 
MANNs Anionenreihe steigender Giftwirkung auf Spirogyra (nach Korres, © 
1914): NO; < Cl < SQ,. 


Zusammenfassung. 


1. Die Alge Stichococcus bacillaris bildet im Laufe ihrer Entwicklung 
normalerweise nacheinander Wenigzeller — kurze Faden — lange Faden 
— kurze Faden und Wenigzeller — Einzelzellen. 

2. Neutralsalze hatten teilweise einen erheblichen EinfluB auf die Ent-— 
wicklung: 

A. Die Alkalichloride und -sulfate (auBer Lithium) beschleunigten 
die Hinzelzellenbildung bzw. den Zerfall. 

B. Alle untersuchten Erdalkalichloride (auBer Barium) und -sulfate 
sowie simtliche Nitrate begiinstigten hingegen die Fadenbil- 
dung bzw. verzégerten den Zerfall. 

C. Alle Ammoniumsalze verhinderten den Zerfall vollkommen. 

3. Mit Verminderung der Konzentration wurde auch die Wirkung des 
Salzes abgeschwiicht. 

4, Die Breite der Algenzellen war sehr konstant. Nur die Lange nahm 
in einigen Salzkulturen teils bei verlangsamtem Wachstum, teils als 
spezifische Wirkung eines Salzes zu. 

5. Die Form der Alge verinderte sich entscheidend in allen Ammonium- 
kulturen. Es traten stirkste Kriimmungen der Zellen und Faden auf. 

6. Vereinzelt traten Zellkriimmungen auch in Nitratkulturen auf. 

7. Bei Kombination von KCl und NH,Cl sowie MgCl, und NH,Cl 
wurde die Wirkung des Alkali- bzw. Erdalkalisalzes weitgehend von der 
des Ammoniumsalzes iiberdeckt. 

8. Bei Kombination von Chlorid und Nitrat sowie Alkali- und Erd- 
alkalisalz wurde die Wirkung der Einzelsalze abgeschwicht. ; 

9. Bei der Untersuchung anderer Griinalgen ergab sich, daf sie sich” 
gegeniiber Alkali- und Erdalkalisalzen entweder wie Stichococcus bacil- 
laris verhielten oder gar nicht auf Salzzusiitze reagierten. 

Scenedesmus bildete bei Nahrlésungs- oder Salzkonzentrationssteige- 
rung isolierte Zellen, teilweise von kugeliger Gestalt, bei Senkung der 
Konzentration dagegen Kolonien. 

10. Durch Anderung der Hydratur konnten erhebliche Formveriinde- 
rungen erzielt werden. 

11. Die Jahreszeit scheint auch einen gewissen Einflu8 auf die fadige 
Ausbildung bei Stichococcus bacillaris auszuiiben. 
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Herrn Professor Dr. HarpEr danke ich fiir seine Anregungen und stets hilfs- 
bereite Leitung. Ebenfalls groBen Dank schulde ich dem Assistenten des Pflanzen- 
physiologischen Instituts, Herrn Dr. Koon, fiir seine tatkraftige Unterstiitzung und 
standige Hilfsbereitschaft. 
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Einflu8 von £-Indolylessigsiure und wasserlislichen 
Wirkstoffen des Mais-Scutellums auf Keimung und 
Wachstum von Phycomyees Blakesleeanus*. 


Von 
WILLIBALD ROTHER. 


Mit 7 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 6. November 1953.) 


Die Studien tiber ein balancierendes System von Wuchs- und Hemm- 
stoffen im pflanzlichen Organismus nehmen einen immer weiteren Raum 
in der pflanzlichen Wuchstofflehre ein. Dieser Wechselbeziehung zwischen 
Wuchs- und Antiwuchsstoffen entspricht durchaus die Korrelation 
zwischen Hormonen und Antihormonen bei Tieren. Im Mais-Scutellum 
konnte Pont (195la) einen ,,Hemmstoff‘‘ nachweisen, der die durch 
starke B-Indolylessigsiure- ([ES-) Konzentrationen hervorgerufene Hem- 
mung bei Kresse-Wurzeln (Pont u. TreceTHorr 1949, Pout 195la, 
TEGETHOFF 1951) und Petunia-Pollenschléuchen (Pont 1951b) aufzu- 
heben imstande war. Eine fordernde Wirkung tibt der Scutellen-Extrakt 
weder auf die Kresse-Wurzeln noch auf die Petunia-Pollenschlaiuche aus. 
Wie Pout und RotHErR (1953) bereits berichteten, ist auch bei Phyco- 
myces Blakesleeanus der Scutellen-Extrakt in der Lage, eine durch starke 
IES-Konzentrationen verursachte Hemmung der Sporenkeimung und 
des submersen Mycelwachstums zu neutralisieren. Uberraschend ist, daB 
dariiber hinaus je nach der Menge des zugefiigten Extraktes eine Forde- 
rung festgestellt werden kann. Der Analyse dieses Effektes, insbesondere 
der dabei eingreifenden Wirkstoffe des Scutellen-Extraktes, gelten die 
vorliegenden Untersuchungen. 


A. Die Versuche. 
I. Methode. 


Als Ausgangsmaterial fiir die vorliegenden Versuche dienten Kulturen des +- 
Stammes von Phycomyces Blakesleeanus. Seine hohe Empfindlichkeit und die 
quantitative Abhangigkeit seines Myceltrockengewichtes von suboptimalen 


* Unter Verwendung einer Dissertation der naturwissenschaftlich-mathemati- 
schen Fakultat der Universitat Freiburg i. Br. mit dem gleichen Titel. 

Herrn Prof. Dr. OnHLKERS bin ich fiir die Uberlassung eines Arbeitsplatzes ver- 
pflichtet. Herrn Dozenten Dr. Pout danke ich fiir die Uberlassung des Themas und 
wertvolle Hilfe und Ratschlage. 
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Vitamin B,-Konzentrationen haben seine Eignung als Testobjekt in zahlreichen 
Untestacbahget bewiesen (ScHoprer 1939, TorEN 1941, Hurnt 1945, v. WirscH 
1948 

on Nahrstofflésung nach Scnoprer (1939) hatte folgende Zusammensetzung: 
30,0 g Glucose, 1,0 g Asparagin, 1,5 g¢ KH,PO,, 0,5 g MgSO,-7H,0, 1000 cm* 
quarzdestilliertes Wasser. Als Wirkstoff waren in 1000 cm® Nahriésung 12,5 y 
Vitamin B, enthalten. Alle Chemikalien stammten von der Fa. E. Merck, Darmstadt 
und waren durch den héchst erhaltlichen Reinheitsgrad ausgezeichnet. 

Die Stammlésung wurde mit dem halben Volumen Aqua dest. angesetzt, so daB 
ihr Nahr- und Wirkstoffgehalt stets doppelt so hoch war, als der in den einzelnen 
Kulturkolben. Je 10cm? Nahrlésung wurden in die sterilisierten Kulturkolben 
(100 cm* Weithals-ERLENMEYER-Kolben) pipettiert und mit Aqua dest. auf 20 em* 
aufgefiillt oder unter Beriicksichtigung des nach der Sterilisation noch hinzu- 
zufiigenden Volumens der die Wirkstoffe enthaltenden Lésungen entsprechend 
weniger, so da8 das Endvolumen stets 20 cm* betrug und in ihr eine optimale 
Vitamin B,-Konzentration von 0,25 y vorhanden war. 

Der px-Wert der Nahrlésung lag bei Kulturbeginn zwischen py 4,35 und 4,40; 
nach Kulturende im Mittel bei 2,95 und 3,00. 

Dié Sterilisation der Nahrlésungen erfolgte an zwei aufeinanderfolgenden Tagen 
je 30 min lang im stromenden Dampf. Wirkstofflésungen wurden vorsichtshalber nur 
einer einmaligen Sterilisation unterworfen. Die nach der zweiten Sterilisation auf 
Zimmertemperatur abgekiihlten Kulturlésungen wurden im Impfkasten unter 
sterilen Bedingungen mit den entsprechenden Wirkstoffen beschickt und an- 
schlieBend mit einem Tropfen einer Sporensuspension beimpft. Um méglichst 
homogenes Impfmaterial vorauszusetzen, wurden nur 5—8 Wochen alte Sporen ver- 
wendet. Auf 1 cm? sterilisiertes Aqua dest. entfielen etwa 3 Sporangien. Die Sporen- 
konzentration lag in einem GréBenbereich von etwa 2000 je Kultur. 

Alle Kulturen standen in einem temperaturkonstanten (20° C + 05°) Dunkel- 
raum. Nur zeitweilig ist zur Beobachtung belichtet worden. Nach 8tagiger 
Kulturdauer kamen die nach kurzem Schiitteln zuasammengeballten Pilzmycele auf 
ein engmaschiges Messingsieb, wurden mit flieBendem Leitungswasser und Aqua 
dest. gewaschen und danach zwischen mehreren Filtrierpapierlagen von iiber- 
schiissigem Wasser befreit. Die zu einer Kugel gerollten Mycele wurden in nume- 
rierte Perri-Schalen gelegt, 4 Std lang bei 105°C getrocknet und anschlieBend 
abweichend von v. Wrrscn (1948) nicht in Wageglischen, sondern nach FrRrgs (1938) 
direkt auf der Analysenwaage gewogen. 

Jede Kulturserie innerhalb eines Versuches bestand aus zehn Einzelkulturen. 
Jede der in dieser Arbeit vorkommenden Tabellen und Abbildungen enthalt 
keine Einzelwerte, sondern die aus mindestens 3 Kulturserien (30 Einzelkulturen; 
bei Wachstumstesten 3 mal je 5 Einzelkulturen) resultierenden Mittelwerte. 

Zur Herstellung des Scutellen-Extraktes gelangte badischer Saatmais zur Ver- 
wendung. Dieser Extrakt wurde nach der Methode von Pont (1951a) auf elektro- 
dialytischem Wege gewonnen. Die fiir jede Extraktion benétigten 100 Scutellen 
wurden 24 Std lang vorgequollen. Die Diffusion der Molekel in die Kathodenkammer 
erfolgte durch ein Ultra-Cellafilter ,,feinst‘‘ der Membranfiltergesellschaft Gittingen, 
undurchlassig fiir Kongorot, somit unpassierbar fiir feinste Kolloide und EiweiBe. 
Bei einigen Extraktionen wurde ein Filter aus einem fiir Kongorot und somit fiir 
KiweiBe undurchlissigen Dialysierschlauch von der Fa. Kalle, Biebrich, verwendet. 

Die Sporenkeimung wurde im hangenden Kulturtropfen nach der von Ruar 
(1947) angegebenen Methode untersucht. Die plangeschliffenen Glaszylinder hatten 
eine lichte Weite von 15 mm, eine Héhe von 10mm und eine Wandstirke von 
2,5 mm, 
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Die statistische Sicherung der Versuchsergebnisse erfolgte mit Hilfe der Varianz- 
analyse. Auf Grund von ,,Srupmnts‘ t-Verteilung und der Reststreuung wurde 
eine Mindestdifferenz (A) fiir P = 0,01 berechnet und bei den entsprechenden 
Tabellen und Abbildungen angegeben. Ist die Differenz zwischen zwei Mittel- 
werten > A, so kann diese Differenz als gesichert angesehen werden. 


IT. Allgemeines zum Phycomyces- Test. 


Die optimale Vitamin B,-Konzentration wurde bei unseren Experi- 
menten mit 0,25 y/20 ml Naihrlésung ermittelt. Es wurde damit ein Ernte- 
gewicht von 56 mg im Mittel erzielt. 

Die Konzentration der Sporen tibte in weiten Bereichen keinen Hin- 
flu8 auf das Erntegewicht aus. Kulturserien mit 32000 Sporen im 
Mittel zeigten nach 8tagiger Kulturdauer im Erntegewicht keine ge- 
sicherte Differenz gegeniiber einer Serie mit nur 400 Sporen im Mittel. 
Trotz konstanten Kulturbedingungen — thermokonstante Dunkelkam- 
mer, homogenes Impfmaterial — traten zu Beginn der Untersuchungen 
Schwankungen im Erntegewicht auf, die auf die Form der Kulturkolben 
zurickgefihrt werden konnten. Es wurden gleichzeitig Kulturen in zwei 
verschiedenen Kolbentypen (2DO und ZG 20) angesetzt, die sich in der 
GroBe ihrer Grundfliche voneinander unterscheiden. Bei gleichem Nahr- 
l6sungsvolumen von 20 ml lag bei dem Kolbentyp 2 DO der Flissigkeits- 
spiegel hoher, als bei dem Kolbentyp ZG 20. Die Erntegewichte der 
Kulturen in beiden Kolbentypen differierten um 5,9mg nach dem 
4. Kulturtag (ZG 20: 35,0 mg; 2 DO: 29,1 mg). Nach dem 8. Kulturtag 
hatte sich die Differenz verringert, lag jedoch mit 2,5 mg noch auferhalb 
von A (ZG 20: 57,5 mg; 2 DO: 55,0 mg). Als Ursache fiir dieses Verhalten 
_konnten wir die Sauerstoff-Tension der Nahrlosung verantwortlich 
machen. Kamen die Kulturen mit dem héheren Flissigkeitsspiegel (2 DO) 
in den ersten 24 Std ihrer Entwicklung unter eine mit Sauerstoff ge- 
sittigte Glasglocke, so konnte weder nach dem 4. noch 8. Kulturtag 
eine Retardation gegeniiber den unbehandelten Kulturen der Serie ZG 20 
beobachtet werden. Es liegt wohl beim submersen Mycelwachstum ein 
hoher O,-Verbrauch vor, dem nur ein geringer O,-Nachschub entgegen- 
steht. 

Diese Ergebnisse weisen auf die Notwendigkeit hin, nur Kulturen in 
einem bestimmten Kolbentyp heranzuziehen, wenn die Ergebnisse fiir 
einen quantitativen Test herangezogen werden sollen. 

Ein Vergleich der monatlichen Mittelwerte des Erntegewichts inner- 
halb eines Jahres ergibt ein Maximum im Sommer und ein deutlich aus- 
geprigtes Minimum wahrend der Wintermonate. Der Tiefstpunkt aller 
Werte lag im Monat Februar (1952) mit 53,3 mg im Mittel. Ab Marz 
stiegen die Erntegewichte wieder an (54,7 mg) und erreichten in den 
Monaten Juli bis September (56,9; 57,0; 57,0 mg) ihre Maximalwerte. 
Die mittleren Januar- und Februarwerte waren gegen alle Mittelwerte 
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der Monate April bis November statistisch gesichert. Ob hier ein jahres- 
zeitlicher Rhythmus vorliegt, kann an Hand des vorliegenden Materials, 
das sich nur tiber 114 Jahre hin erstreckt, nattirlich nicht entschieden 
werden. 


III. Die Wirkung von elektrodialytisch gewonnenem waprigen 
Scutellen-Extrakt auf das Wachstum von Phycomyces. 
Vorversuche lieBen erkennen, daB der durch Elektrodialyse gewonnene Scutellen- 
Extrakt das Wachstum von Phycomyces gleichmaBig fordernd beeinfluBte. Die bei 
den Kresse-Wurzeln (Pout u. TecerHorr 1949; Pout 195la; TEGETHOFF 1951) 
und den Petuwnia-Pollenschlauchen (Pont 1951b) festgestellte Hemmung konnte 


6 7. é 


4 5 
Kulturdouer in lagen 


Abb. 1. Zu Beginn, nach 24 und 48 Std Kulturzeit mit 2 ml Extrakt behandelte Kulturen; tiigliche 
Trockengewichtsbestimmungen. 4 = 1,6. 


nicht beobachtet werden. Es war darum naheliegend zu untersuchen, ob dieser 
»,Hemmstoff mit dem auf Phycomyces wirkenden Foérderungsstoff identisch ist, 
oder ob hier mindestens zwei ganz verschiedene Stoffe oder Stoffgruppen vorliegen, 
die unabhangig voneinander oder komplex in den physiologischen Proze8 eingreifen. 

Wurde der Extrakt (2 ml) zu verschiedenen Zeiten (0, 24 und 48 Std 
nach Ansatz) den Kulturen zugesetzt und nach dem 3. Kulturtag tig- 
liche Trockengewichtsbestimmungen durchgefiihrt, so ergaben diese das 
in Abb. 1 dargestellte Kurvenbild. Die zu Beginn und die nach 24 Std 
behandelten Kulturen zeigten nach Kulturende ein gegeniiber der Kon- 
trolle erhéhtes aber unter sich gleiches Erntegewicht. Die erst nach 
48 Std behandelten Kulturen wiesen gegeniiber der Kontrolle und gegen- 
tiber den anderen Serien in allen Punkten des Kurvenverlaufes eine ge- 
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_ sicherte Differenz auf. Gleiches Verhalten zeigten Kulturen, die anstatt 
mit 2 ml Extrakt, nur mit 1 ml behandelt worden waren. Die Ernte- 
gewichte lagen hier entsprechend tiefer. 


Diese Versuche deuteten darauf hin, daB der Pilz auf den Scutellen- 
Extrakt besonders wihrend seines submersen Wachstums anspricht. 
Um dies zu bekraftigen, wurde der Pilz zu Kulturbeginn und nach ver- 
schiedenen Kulturzeiten mit je 2 ml Extrakt behandelt. Bis zum Zeit- 
punkt der Behandlung wuchs der Pilz als normale Kontrolle. Es war 
auffallend, dafi das submerse Mycelwachstum in den ersten 3 Entwick- 
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Abb. 2. Zu Beginn und nach verschiedenen Ent- Abb. 3. Prozentuale Férderung der 
wicklungszeiten mit 2 ml Scutellen-Extrakt be- mit Scutellen-Extrakt behandelten 
handelte Kulturen; Erntegewicht nach einer Kulturen. 


Stigigen Kulturzeit in mg. 4 = 0,8. 


lungstagen so geférdert wurde, da bereits 24 Std nach der Behandlung 
ein deutlicher Unterschied gegentiber der Kontrolle beobachtet werden 
konnte (Abb. 2). Hine statistisch gesicherte Differenz war zwischen der 
Kontrolle und den nach dem 5. Kulturtag behandelten Kulturen nicht 
mehr feststellbar. Die groBte Empfindlichkeit fiir den Extrakt lag in 
den ersten 48 Std der Entwicklung. Nach dem 5. Kulturtag konnte das 
submerse Mycelwachstum bei den vorliegenden Versuchen nahezu als 
abgeschlossen betrachtet werden. 

Um die noch wirksame Grenzkonzentration festzustellen, wurden die 
Phycomyces-Kulturen mit verschiedenen Extrakt- Quantitéten (2,0; 1,0; 
0,2 und 0,02 ml) behandelt und die Erntegewichte nach 8tagiger 
Kulturdauer ermittelt. Nach Abb. 3 liegt offensichtlich eine Abhangig- 
keit der Trockengewichte von der Menge des zugefiigten Extraktes vor. 
Mit Ausnahme der mit 0,02 ml Extrakt behandelten Kulturen, waren 
alle iibrigen Werte gegeniiber der Kontrolle statistisch gesichert. Bereits 
nach 24 Std konnten bei der starksten Extrakt-Konzentration die ersten 
Mycelspuren beobachtet werden (Kontrolle: 36 Std). Entsprechend 
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friiher entwickelte sich das submerse Mycel zu einer kraftig geschlossenen 
Decke, auf der nach etwa 80 Std Kulturdauer die ersten Sporangiophoren 
sichtbar waren. 

Alle bisher erhaltenen Versuchsergebnisse lassen eine Abhingigkeit 
der Trockengewichte von der zugefiigten Extraktmenge erkennen. Um 
diesen Befund noch weiterhin zu stiitzen, wurden 100 ml Extrakt, ge- 
wonnen aus 400 Scutellen, in einer Abdampfschale auf einem siedenden 
Wasserbad bis zur beginnenden Sirupkonsistenz eingeengt und an- 
schlieBend in 9,5 ml Aqua dest. unter Zufiigen von 1—2 Tropfen einer 
0,1 n HCl gelést. Das Substanzgemisch lag nach dem Eindampfungs- 
prozeB in einer 10fach stirkeren Konzentration vor. Nach der Sterili- 
sation kamen abgestufte Mengen dieses Konzentrates in die zu behandeln- 
den Kulturen. Die von uns erwartete verstérkte Forderung nach dem 
8. Kulturtag blieb aus. 1 ml Extrakt léste nur eine Férderung von 29% 
aus (Erntegewicht: 68,6 mg; Kontrolle: 53,3 mg). Die mit 0,2 ml Ex- 
trakt erzielte Férderung betrug 5,8°%, waihrend 0,02 ml Extrakt véllig 
wirkungslos waren. 

Bedeutend héher lagen die Férderungsprozente, wenn der Extrakt im 
Vakuum bei 36—40° C eingeengt wurde. Der farblose, am Boden und an 
den Seitenwinden des Claisenkolbens niedergeschlagene Riickstand 
wurde in 10 ml Aqua dest. und 1—2 Tropfen einer 0,1 n HCl wieder auf- 
genommen, sterilisiert und anschlieBend getestet. 1 ml des so eingeengten 
Extraktes léste eine Forderung von 83,5°% aus (Tab. 1). Das submerse 


Tabelle 1. Mit einem im Vakuum 10 fach konzentrierten Scutellen-Extrakt und mit 
seinem Destillat behandelte Kulturen. A = 1,8. 


ml Extraktmenge Destillat 
Trai Kontrolle 
107M [ado ecg Jhajen m 
Erntegewicht inmg .. . 100,4 67,3 55,8 | 55,1 54,7 
Horderdnp in 6%) 0) 83,5 22,9 21 — 


Mycel war dabei tiberaus kriiftig entwickelt und die Myceldecke fest in- 
einander verwoben. Die Sporangiophoren zeigten ein biischelférmiges 
Bild. Die nichst tiefere Konzentration entsprach 2 ml des Ausgangs- 
extraktes. Die Férderung betrug hier 22,9°%. Mit 0,02 ml Extrakt wurde 
kein gesicherter Effekt erzielt. Das Destillat hatte keine Wirkung auf 
das Wachstum der Pilze. Der Vergleich dieser beiden Experimente 
weist darauf hin, daB beim KindampfungsprozeB auf der offenen Ab- 
dampfschale eine partielle Inaktivierung der Wirkstoffmolekel erfolgt. 

Auch der Prozentsatz der Sporenkeimung konnte mit Hilfe des Scu- 
tellen-Extraktes erhéht werden. Er lag bei den mit Extrakt behandelten 
Kulturen (Verdiinnung 1:10) bei 54,8°%%, wahrend der Kontrollwert 
40,8% erreichte; Kulturdauer 18 Std lang im hingenden Kulturtropfen. 
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Es miissen demnach im Extrakt Stoffe angenommen werden, die die 
ersten stoffwechselphysiologischen Prozesse in der Spore beeinflussen 
und den nichtkeimenden, aber keimpotenten Sporen entweder fehlen 
oder in ihnen in unzureichender Konzentration vorliegen. 


IV. Analyse des Scutellen-Extraktes auf seine 
wachstumsfordernden Komponenten. 


1. Voruntersuchungen des Extraktes. 


Als Grundlage zur Analyse der das Pilzwachstum férdernden Komponenten des 
Scutellen-Extraktes wurden zunachst Trockengewichtsbestimmungen des Ex- 
traktes durchgefiihrt. Dabei ergaben 3 Proben von je 200 ml Extrakt 206, 212 
und 210mg Trockensubstanz. Diesen entspricht somit 1,05 mg Trockensubstanz 
auf 1 ml Extrakt. Nach Veraschen dieser Substanz verblieb ein Riickstand von 
0,25 mg/ml Extrakt. Der gréBte Teil der Trockensubstanz besteht also aus orga- 
nischen Stoffen. 

Einige qualitative grobe Voruntersuchungen auf Aminosduren mit Mriions- 
Reagenz, auf Indolderivate mit Mrrcnpii-Reagenz (1938/39) und mit Jod auf 
Doppelbindungen verliefen negativ. 

Stickstoffbestimmungen nach KynLpann ergaben einen Stickstoffgehalt von 
1,47%. Ausgangsmaterial fiir diese Bestimmungen war ein auf dem Wasserbad bis 
zur 'Trockne eingedampfter Extrakt. 

Phosphor und Schwefel wurden im Extrakt mit Ammoniummolybdat, bzw. 
Bleiacetat nachgewiesen. 

Mit Frntine zeigte der unbehandelte Extrakt keine Reaktion; erst nach Hydro- 
lyse mit 2n HCl verlief die Reaktion positiv. Offensichtlich liegen im Extrakt in 
erster Linie demnach Disaccharide (Saccharose oder Derivate derselben) vor. Eine 
titrimetrische Zuckerbestimmung nach Brrranp (zit. bei Rona 1926) ergab 0,50 mg 
Zucker in 1 ml Extrakt. Diese Zuckermenge macht die Halfte der Trockensubstanz 
aus. 


2. Nachweis von Vitamin B, im Extrakt. 

Zur Uberpriifung des Scutellen-Extraktes auf Vitamin B, und auf eine 
andere, fiir den Pilz als Nahrstoff verwertbare Stickstoffverbindung 
wurden zur Nahrlésung ohne Vitamin B, oder Asparagin, bzw. ohne 
Vitamin- und Stickstoffquelle je 2 ml Extrakt gegeben. Das Ergebnis 
ist in nachstehender Aufstellung zusammengefaBt : 


Normale Nahrlésung + 2ml Sc.-H. = 66,4 mg; Kontr. = 55,7 mg 
Nahrldsung ohne Vit. B, + 2 ml Sc.-E.= 45,0 mg; Kontr.= 2,4 mg 
Nahrldsung ohne Aspar. + 2ml1Sc.-E.= 1,31 mg; Kontr. 0,26 mg 


Nahrl. ohne Vit. u. Aspar. + 2 ml Sc.-E. 1,30 mg; Kontr.= 0,26 mg. 
Kontrolle jeweils ohne Scutellen-Extrakt. 


Im Extrakt liegt demnach Vitamin B, in einer fiir das Pilzwachstum 
unteroptimalen Menge vor, eine als Nahrstoff verwertbare Stickstoff- 
quelle dagegen nicht. Eine quantitative Vitamin B,-Bestimmung ist in- 
sofern schwierig, als der Extrakt das Wachstum des Pilzes, wie wir sahen, 
auch bei optimaler Vitamin B,-Gabe noch zu steigern vermag. Es ist 
zu erwarten, daB diese Stimulation des Wachstums auch bei unter- 
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optimaler Wirkstoffmenge gegeben ist. Um aber ein ungefahres Bild vom 
Vitamin B,-Gehalt des Extraktes zu erhalten, wurden einige Versuche 
mit verschiedenen Extraktmengen und Vitamin B,-Gaben durchgefiihrt. 
Die Ergebnisse sind in der folgenden Zusammenstellung wiedergegeben: 


Normale Nahrlésung + 2 ml Sc.-E. = 67,3 mg; Kontr. = 55,5 mg 
Normale Nahrlésung + 1 ml Sc.-E. = 61,2 mg; 
Nahrlésung ohne Vit. + 2 ml Sc.-E. = 44,6 mg; 
Nahrlésung ohne Vit. + 1ml Sc.-E. = 29,6 mg; 


Nahrlésung + 0,13 y Vit. + 2 ml Sc.-E. = 67,0 mg; 
Nahrlésung + 0,04 y Vit. + 1 ml Sc.-E. = 39,2 mg. 


Bei optimalem Vitamin B,-Gehalt der Nahrlésung betragt die Forde- 
rung einer Zugabe von 2 ml Extrakt 219%, von 1 ml 10,3%. Unter der 
Annahme, daB die gleiche Férderung auch bei einem unteroptimalen 
Wirkstoffgehalt gegeben ist, wiirde das durch den Vitamin B,-Gehalt 
des Extraktes erreichte Endgewicht ohne normale Vitamin B,-Gabe 
44,6mg —9,4mg (21%) = 35,2 mg, bzw. 29,0 mg — 3 mg (10,3%) = 26,0 mg 
betragen. Nach einer Testkurve mit sub- bis supraoptimalen Vitamin- 
konzentrationen ergeben diese Werte eine Vitamin B,-Konzentration von 
0,08 y je 2 ml Extrakt, bzw. 0,045 y je 1 ml Extrakt. Die wahre Vitamin- 
konzentration diirfte demnach um 0,04 y/1 ml Extrakt liegen. Die Ver- 
suchsergebnisse bei Ansatz von 0,13 y Vitamin B, zu 2 ml Extrakt, bzw. 
von 0,04 y zu 1 ml Extrakt, bestatigen diesen Befund. Im ersten Fall 
wird die optimale Wirkstoffkonzentration, die bei 0,20 y liegt, erreicht; 
das Erntegewicht erreicht den maximalen Wert von 67 mg. Das Ernte- 
gewicht im zweiten Fall von 39,2 mg entspricht dem Erntegewicht von 
0,08 y Vitamin B, = 35 mg + 3,5 mg (10%) Forderung. 

AnschlieBend sei noch erwihnt, da das Vitamin B, in der Konzen- 
tration von 5- 10~* g/20 ml Nahrlosung und das Vitamin B,, in einer 
Konzentration von 1 y/20 ml Nihrlésung keinen Effekt auf das Wachs- 
tum des Pilzes hatten. Wirkungslos war ferner das Nicotinsiureamid in 
den Konzentrationen von 10~ bis 10-7 mol. 


3. Papierchromatographische Analyse des Extraktes. 


Kine weitere Analyse der organischen Substanz im Scutellen-Extrakt 
wurde mit Hilfe der Papierchromatographie durchgefiihrt. 


Als Papier wurde Whatman 1 verwendet. Fiir alle chromatographischen Unter- 
suchungen kam die aufsteigende Methode nach Wiii1ams-Kirpy (1948) in An- 
wendung. Das zu untersuchende Substanzgemisch lag in allen Fallen in einer Kon- 
zentration von 2+ 10-? g/ml vor, also in einem 20fach im Vakuum konzentrierten 
Extrakt, bei Annahme von 1 mg Trockensubstanz (wahrer Wert 1,05 mg) je 1 ml 
Extrakt. Fiir jeden Startpunkt wurden fiir die ersten qualitativen Untersuchungen 
bei einem zweimaligen Auftragen 5 mm* verwendet, eine Menge, die 0,1 ml des Aus- 
gangsextraktes entsprach. Chromatographiert wurde stets in einem temperatur- 


konstanten Dunkelraum bei 20° C. Als Liésungsmittel fanden folgende Gemische 
Verwendung: 
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a) n-Butanol-Eisessig-Wasser (4:1:5) in ml eb ; 
b) Phenol-Wasser (4:1) ing | Zit, in CRAMEE-1953 ; 


c) Methanol-konz. Ammoniak-Wasser (90:2:8) in g (DECKER u. RirrarRt, 1950). 


Mit Hilfe der papierchromatographischen Methode konnten 9 ver- 
schiedene Aminosiiuren erkannt werden (Abb. 6). Zur Kenntlichmachung 
der Aminosaiuren wurde als Reagens eine 0,2% ige Ninhydrinlésung in 
95% Butanol und 5% 2 n Essigsiiure verwendet. Eine genaue Identifi- 
zierung der Aminosiuren lag nicht in dem Bereich dieser Arbeit, zumal 
ein Vergleich der erhaltenen Ry-Werte nicht mit den Ry-Werten eines 
Leitchromatogrammes méglich war, da im Extrakt eine betrachtliche 
Menge stérender Kationen vorliegen. 

Ferner konnten im Extrakt 3 verschiedene Zucker identifiziert werden: 
Saccharose, Glucose und Fructose. Ein 4. Zucker konnte nicht naher 
analysiert werden; vermutlich handelt es sich um eine methylierte Fruc- 
tose (Abb. 6). 

Weder der Gehalt an Zucker noch die Aminosiuren kénnen fiir den 
das Pilzwachstum stimulierenden Effekt des Extraktes verantwortlich 
gemacht werden, wie im folgenden Abschnitt gezeigt wird. 


4, Nachweis der wirksamen Substanzen im Extrakt 
nach chromatographischer T'rennung. 


Um nun die Wanderungsgeschwindigkeit der im Scutellen-Extrakt 
vorliegenden Wirkstoffe zu erfassen, wurde das im Vakuum eingeengte 
Konzentrat mit dem Methanol-Gemisch chromatographiert, der Streifen 


mg 
30 


ye 2 Si 4 5 6 vA 8 K 
Start (St) und Felder (7—8) des Chromatogrammes; K Kontrolle. 


Abb. 4. Mit den Eluaten der auf papierchromatographischem Wege getrennten Substanzen des 
Scutellen-Extraktes behandelte Kulturen. Erntegewichte nach dem 3. Kulturtag. Nach dem 
8. Tag zeigten alle Erntegewichte den Kontrollwert. 


in Start und 8 gleiche Felder eingeteilt, mit Aqua dest. eluiert, einmal 
sterilisiert und anschlieBend die Eluate eines jeden Feldes getestet. Nach 
dem 3. Kulturtag konnte eine deutliche Stimulation des Pilzwachstums 
mit dem Eluat des Feldes 2 ermittelt werden (Abb. 4). Ein geringfiigiger 
Teil der wachstumsfoérdernden Substanz schien noch in das Feld 3 hin- 
iibergewandert zu sein. Eine weitere Férderung wurde mit den Eluaten 
der Felder 5 und 6 erzielt. Das Vitamin B, wandert zwar bis Feld 6 
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hinauf, ist aber nicht mit diesem Wirkstoff identisch, da das Aneurin 
bereits optimal in der Nahrlésung vorliegt. Das Vitamin kommt frei 
vor und ist nicht an die Phosphorsiure gebunden, denn diese ist, wie 
Untersuchungen mit der Molybdanblau- und Ammoniummolybdat- 
Reaktion zeigten, zu 2/, auf Feld 1 lokalisiert und reicht nur zu etwa 1/, 
in Feld 2 hiniiber. Die nach dem 3. Kulturtag beobachteten Wachstums- 
forderungen der Versuchskulturen wurden bis zum 8. Kulturtag von den 
Kontrollen aufgeholt. Bereits nach dem 5. Kulturtag waren die Diffe- 
renzen, wie einige Proben bestitigten, bereits ausgeglichen. 

Es lag daher die Vermutung nahe, da im Extrakt mindestens zwei ver- | 
schiedene Stoffe vorliegen, die bei ihrem Zusammenwirken eine erhdhte 
Substanzproduktion erméglichen. Kombinationsversuche, bei denen die 
Eluate zwei verschiedener Felder gleichzeitig einer Kultur zugegeben wur- 
den, bestiatigten diese Vermutung. Bei diesen Versuchen fanden Trocken- 
gewichtsbestimmungen nach dem 2. und 8. Kulturtag statt. Von den 


Tabelle 2. Mit den Eluaten kombinierter Felder des Scutellen-Extrakt-Chromato- 
grammes behandelte Kulturen. Aufgezeichnet wurden nur diejenigen Werte in Prozent, 
deren Felder einzeln oder in Kombination ein statistisch gesichertes Mehrwachstum 
gegeniiber der Kontrolle aufwiesen. Trockengewichtsbestimmungen nach dem 2. und 
8. Kulturtag. 

_ 8. Kulturtag 

| 
Feld | 2 3 5 6 


2. Kulturtag 


256 erhaltenen Kombinationswerten sind der Ubersichtlichkeit wegen 
nur diejenigen Felder herausgegriffen worden, die allein oder in Ver- 
bindung mit dem Eluat eines anderen Feldes entweder auf das submerse 
Mycelwachstum oder auf das Endgewicht nach einer 8tagigen Kultur- 
dauer einen fordernden Effekt hatten. Dieser Voraussetzung entsprachen 
die Felder 2, 3, 5 und 6 (Tab. 2). Der fordernde Effekt auf das End- 
gewicht nach 8 Kulturtagen war am gré8ten, wenn Feld 2 mit den 
Feldern 5 und 6 kombiniert wurde. Die Eluate gleicher Felder unterein- 
ander getestet, hatten keinen HinfluB auf das definitive Trockengewicht. 
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Nach dem 2. Kulturtag wurde die Férderung in erster Linie durch die 
Eluate der Felder 2 und 3 bestimmt. Die Eluate der Felder 5 und 6 
waren erheblich weniger wirksam. 


d. Identifizierung der keimungsférdernden Substanz. 


Vorversuche in Anlehnung an die Experimente von Hurnt (1945) hatten ergeben, 
da Hypoxanthin das submerse Mycelwachstum férdernd beeinfluBt, aber keinen 
Effekt mehr auf das Trockengewicht nach einer 8tagigen Kulturdauer hat. Eine 
ganz Ahnliche Beobachtung konnte bei den aus den Feldern 2, 3, 5 und 6 eluierten 
Wirkstoffen gemacht werden. Nach dem 5. Entwicklungstag war auch hier die 
fordernde Wirkung kaum noch feststellbar, wenn die Eluate getrennt getestet 


St id 2 Z 4 5 6 ve é K 
Start (St) und Felder (1—8) des Chromatogrammes; K Kontrolle. 


Abb. 5. Mit Hypoxanthin und Guanin behandelte Kulturen. Die Wirkstoffe wurden chromato- 
graphiert und ihre Wanderungsgeschwindigkeit mit Hilfe des biologischen Testes bestimmt. 
Erntegewicht nach 3 Tagen Kultur. —— Hypoxanthin, --- Guanin. 


wurden. Es lag nahe, die Frage zu priifen, ob nicht einer dieser Wirkstoffe Hypo- 
xanthin oder Guanin sei. Fiir diese Uberpriifung wurden 136 y Hypoxanthin 
(Fa. Schuchardt, Miinchen) und 154 Guanin (Fa. Hoffmann La Roche, Berlin) 
chromatographiert, die Streifen in Start und 8 gleiche Felder eingeteilt und an- 
schlieBend mit Aqua dest. eluiert. Die Eluate wurden getestet und nach 3tagiger 
Kulturdauer die Trockensubstanz gravimetrisch bestimmt. 

In Abb. 5 sind die Resultate dieses Versuches mit Hypoxanthin und 
Guanin wiedergegeben. Beide Verbindungen lagen vorwiegend in Feld 2. 
Das Hypoxanthin reichte jedoch noch ein wenig in Feld 3 hiniber, 
wihrend das Guanin ausschlieBlich auf Feld 2 lokalisiert blieb, dem- 
entsprechend das Trockengewicht der mit Guanin behandelten Kulturen 
etwas hoher lag. Vermutlich spricht Phycomyces gleich stark auf beide 
Purinderivate an. Auf Grund dieser Versuchsergebnisse miissen wir an- 
nehmen, da mindestens das Hypoxanthin im Scutellum vorliegt. Ob 
daneben auch noch das wirksame Guanin vorkommt, kann nicht gesagt 
werden, da der wirksame Bereich des Hypoxanthins auf den Streifen 
den Bereich des Guanins vollkommen iiberdeckte. 


Hypoxanthin scheint allein fiir die Erhohung der Keimprozente ver- 
antwortlich zu sein. Fiir die Férderung des definitiven Trockengewichtes 


ist sowohl das Hypoxanthin, als auch ein noch unbekannter Wirkstoff 
7% 
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in Feld 5 und 6 erforderlich, der bei der Chromatographie teilweise seine 
Wirksamkeit verliert. 

Parallelversuche mit Kresse-Wurzeln zeigten, daB der ,,Hemmstoff*— 
des Mais-Scutellums (Pout 1951a) mit keinem der hier isolierten Wirk- 
stoffe des Scutellums identisch ist. Die gréBte Hemmung erzielten bei 
den Kresse-Wurzeln die Eluate der Felder 3 und 4 (Abb. 6). 


— 


Scutellen-Extrakt synth. Subst. \Sc-Extr 


Amino -\Zucker\ geb. Phosphs. | Hypo- \ Guanin | Hemm- 
(eld * scuren T Wikstofte \xanthin stot?” 


2 


unbek. 


Wirkst. 


Abb. 6. Schema der Wanderungsgeschwindigkeiten der von uns isolierten Substanzen des Mais- 

Scutellums mit Hilfe der Papierchromatographie. Zwei synthetische Substanzen (Hypoxanthin 

und Guanin) liefen parallel. Der ,,Hemmstoff' des Mais-Scutellums wurde mit dem Kressewurzel- 
Test nachgewiesen. / Fructose; G Glucose; S Saccharose; uw. Z. unbekannter Zucker. 


V. Der HinfluB von Scutellen-Eatrakt in Kombination mit LES 
auf das Wachstum von Phycomyces. 


in einer friiheren Arbeit (Pout u. RotuER 1953) konnte dort gezeigt werden 
da die IES in starken Konzentrationen (5-10-* und 5- 10-5 mol) die Sporen- 
keimung und das submerse Mycelwachstum unterbindet. 18 Std nach Aussaat der 
Sporen zur Nahrlésung gegeben, riefen 5-10-* mol TES nur noch eine partielle 
Hemmung von 6,3% hervor. Nach 3 Tagen normaler Entwicklung des Pilzes war 


KinfluB von £-Indolylessigsiure auf Phycomyces Blakesleeanus. 101 


die IES in dieser Konzentration wirkungslos. Eine Foérderung konnte mit schwache- 
ren IES-Konzentrationen in keinem der Experimente ermittelt werden. 

Der Scutellen-Extrakt war in der Lage, eine durch 5- 10-! mol IES hervor- 
gerufene Totalhemmung wieder aufzuheben. Je nach der menge des zugefiigten 
Extraktes konnte dariiber hinaus noch eine Forderung resultieren. In Anlehnung 
an die Arbeiten von Pout (1951a, 1951c, 1952) wurden zwei Indolderivate ($-Indol- 
acetaldehyd und £-Indolylathylalkohol) getestet. Beide neutralisierten eine mit IES 
hervorgerufene Totalhemmung. Benzaldehyd hatte keine Wirkung, die Hemmung 
blieb 100% ig bestehen. 

Es ist darum wahrscheinlich, daB der ,,Hemmstoff des Scutellums 
ein Indolderivat sein kann. 

Derselbe Phycomyces-Stamm, mit dem diese Versuche durchgefiihrt 
worden waren, verlor nach einigen Monaten Kultur im Dunkelraum 
seine Sensibilitét auf IES. Die mit 5- 10-*mol IES erhaltene Total- 
hemmung, die starke Hemmung und die spitere Unterbindung des sub- 
mersen Mycelwachstums bei der Konzentration 5- 10—> mol waren nach 
einigen Monaten nicht mehr reproduzierbar. Nicht einmal eine IES- 
Konzentration von 10~% mol war in der Lage, eine Totalhemmung der 
Sporenkeimung herbeizufiihren (Tab. 3). Uber die Ursache dieses Um- 
schlages in der TES-Sensibilitat kénnen noch keine bestimmten Aus- 
sagen gemacht werden. Obwohl die Mycelspuren erst nach dem 3. Kultur- 
tag auftraten, entwickelte sich das submerse Mycel, jedoch stark ge- 
hemmt, doch noch zu einer, wenn auch unvollstindig geschlossenen 
Myceldecke. Am 6. Kulturtag zeigten sich die ersten, mit einem typisch 


Tabelle 3. Mit verschiedenen IES-Konzentrationen behandelte Kulturen des resistenten 
Phycomyces-Stammes; Kulturdauer 8 Tage; Erntegewichte in mg, darunter die in 
Prozenten angegebene Hemmung. A = 0,8. 


mol IES in je 20 ml Nahrlosung 


| Kontrolle 
10° | Bie 10554 Loss | 10-° | jee TOs | O22 

40,6 46,6 54,0 55,1 55,5 55,8 55,2 | 55,8 
27,2 16,5 3,2 an = = we 


pathologischen Charakter ausgezeichneten Sporangiophoren, die bereits 
am nichsten Tag ihre Elastizitat verloren und nach den Seiten hin um- 
knickten. Diese hauchdiinnen, kaum pigmentierten Sporangiophoren 
bildeten kaum sichtbare, aber funktionstiichtige Sporangien. Auch die 
nach den Seiten hin umgeknickten Sporangientriger behielten ihre 
phototropische Sensibilitat bei. Die mit 5- 10~* mol IES behandelten 
Kulturen waren kraftiger entwickelt und fast wieder normal pigmentiert. 
Die schwicheren IES-Konzentrationen hatten keinen Effekt. Die Er- 
gebnisse der nach verschiedenen Entwicklungszeiten des Pilzes mit 
5- 10-4mol IES behandelten Kulturen gibt Tab. 4 wieder. Die IES 
schadet Phycomyces nicht mehr, wenn sie 24 Std nach Kulturbeginn 
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Tabelle 4. Nach verschiedenen Kulturzeiten mit p-Indolylessigsiure behandelte Kul- . 
turen von Phycomyces; Kulturdauer 8 Tage; unter den Erntegewichten (in mg) ist die 
Hemmung in Prozenten angegeben. A = 1,5. 


Mit 5°10-* mol IES behandelte Kulturen nach Std 


0 42) | 18 24 | 48 | 72 | 96 eee 
47,7 51,7. | 54,7 | 56,0 | 56,2 | 56,2 | 56,2 | 56,4 
15,4 8,3 3,0 = — = ab 


zugegeben wird. Wie erinnerlich, endet die fiir IES empfangliche Phase 
bei dem sensiblen Stamm erst nach dem 3. Kulturtag. 

Der Scutellen-Extrakt war in der Lage, auch die durch die IES be- 
wirkte Hemmung bei dem resistenten Stamm wieder aufzuheben. In 
Anlehnung an die bereits mitgeteilten Versuche mit dem sensiblen Stamm 
(Pout u. RotHER 1953) wurden nun im weiteren Rahmen Gemische fiir 
den Test verwendet, die verschiedene Konzentrationen von IES und 
Scutellen-Extrakt enthielten. Folgende IES-Konzentrationen kamen zur 
Anwendung: 10-%, 5: 10-*, 10-4 und 10-° mol; von dem Extrakt drei 
wirksame Quantitaéten: 2 ml, 1 ml und 0,2 ml. Diese Konzentrationen 
wurden so untereinander kombiniert, daB jeweils eine [ES-Konzentra- 
tion mit einer Extrakt-Konzentration zusammenkam. Alle Gemische 
wurden zu Kulturbeginn zugegeben. Die Ergebnisse sind in dem drei- 
dimensionalen Diagramm in Abb. 7 dargestellt. Auf der ,,Vorderseite‘ 
des Diagrammes sind die IES-Konzentrationen aufgetragen, zugleich 
gibt die Vorderwand die Erntegewichte bei den einzelnen Wuchsstoff- 
konzentrationen wieder. Zur besseren Orientierung ist die 50 mg Linie 
kraftig ausgezogen. Die Extrakt-Mengen sind auf der rechten ,,Breit- 
seite’ abgetragen, jedoch miissen die Erntegewichte des reinen Ex- 
traktes auf der linken Seite, in Verlingerung der ,,Nullinie“, abgelesen 
werden. Betrachten wir die Gemische mit der stiirksten IES-Konzentra- 
tion, so zeigt sich, daB die TIES-Hemmung durch 0,2 ml Extrakt etwas 
verringert wird, bei 1 ml liegt das Erntegewicht noch bei 50,7 mg, wihrend 
2 ml die Hemmung giinzlich aufheben. Bei der niachst schwacheren 
Konzentration von 5- 10~* mol tritt nur eine parallele Verschiebung zur 
mehr fordernden Seite hin auf. Diese Verschiebung wird auch bei den 
schwacheren IES-Konzentrationen eingehalten, so da hier, zumindest bei 
der I[ES-Konzentration 10-> mol, die reine Extrakt-Wirkung dominiert. 
Dieser parallele Verlauf der Linien und die parallele Verschiebung bei 
schwicheren IES-Konzentrationen zur fordernden Seite hin, bis schlieB- 
lich die reine Extrakt-Wirkung dominiert, deutet auf eine additive Wir- 
kung der beiden Komponenten eines Gemisches hin, d.h., daB diese 
beiden Komponenten an verschiedenen Reaktionsorten im plasmatischen 
Gefiige der Sporen, bzw. der spiiteren Keimstadien angreifen und sich 
in ihrer Wirkung kompensieren. 
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Nach dem 5. Kulturtag hebt der Scutellen-Extrakt eine mit 5- 10-4 
mol IES hervorgerufene Hemmung nicht mehr auf. Bei dem sensiblen 
Stamm hatte der Extrakt nach dem 3. Kulturtag keinen Einflu8 mehr. 

Wurden die Eluate der Felder eines Extrakt-Chromatogrammes den 
Kulturen zugegeben, die zu Beginn des Testes mit einer 5- 10-4 molaren 
IES behandelt worden waren, so hoben nur die Eluate der Felder 2 und 3 
die IES-Hemmung wieder auf. Eine Férderung konnte dariiber hinaus 
in keinem der Versuchsfalle experimentell ermittelt werden. In diesen 
beiden Eluaten ist Hypoxanthin, vielleicht auch Guanin enthalten. Wie 


- 
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Abb. 7. Dreidimensionales Diagramm der Kombinationsversuche von IES mit Scutellen-Extrakt. 

Auf der ,, Vorderseite“ sind die TIES-Konzentrationen in Mol, auf der ,,Breitseite’ die Mengen Ex- 

trakt in ml und auf der ,,Hdhe“ die Erntegewichte in mg abgetragen. Die 50 mg-Linie ist kraftig 
ausgezogen. Erntegewichte nach 8 Tagen Kulturzeit. 4d = 1,2. 


Parallelversuche bestitigten, waren Hypoxanthin in einer Konzentra- 
tion von 1,36 y und Guanin in einer Konzentration von 1,54 in 20 ml 
Nahrlésung imstande, die durch 5- 10-4 mol IES hervorgerufene Hem- 
mung wieder aufzuheben. 


B. Diskussion. 

Die Untersuchungen ergaben zunichst, dai die optimale Vitamin B,- 
Konzentration fiir 20 ml Nahrlosung 0,25 y betrigt. Die damit erzielten 
Erntegewichte stimmen im wesentlichen mit denen von THREN (1941) 
und v. WrrscH (1948) iiberein. Abweichend von ScHopFER (1939), der 
stets eine 25 ml fassende Nahrlisung wahlte und entsprechend héhere 
Erntegewichte zu verzeichnen hatte, arbeiteten wir mit einem Nahr- 
lésungsvolumen von 20 ml. 
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Da 400 Sporen nach einer 8tagigen Kulturdauer das gleiche Trocken- 
gewicht wie etwa 32000 Sporen zeigten, miiBte sich theoretisch eine 
einzige, keimfihige Spore sowohl bei optimalen nativen wie syntheti- 
schen Nahr- und Wirkstoffbedingungen zu einem Mycel mit dem gleichen 
Trockengewicht entwickeln. DaB dieser ,,I[dealfall“ nicht erreicht werden 
kann, hat seine Ursache nicht in den fiir das Trockengewicht begrenzen- 
den Faktoren, Asparagin und Aneurin, sondern in dem totalen oder par- 
tiellen Verlust eines das submerse Mycelwachstum beeinflussenden 
Wirkstoffes. Diese Hypothese fuBt auf den Ergebnissen eingeschalteter 
Versuche, wonach 50—70 Sporen in 20 ml Nahrlésung nur ein Trocken- 
gewicht von 18,7 mg hervorriefen. Wurden dieser Nahrlésung 2 ml Scu- 
tellen-Extrakt zugefiigt, so steigerte sich das Trockengewicht auf 24,5mg. 

Schwankungen im Trockengewicht bei Vollkulturen konnten unter 
anderem auf die Form der Kulturkolben zuriickgefiihrt werden. Das 
submerse Mycelwachstum ist von der O,-Tension der Nahrlésung in 
weitem Mae abhingig; die Sauerstoffspannung der Nahrlésung wird 
aber durch die Hohe des Flissigkeitsspiegels beeinfluBt. Die sehr geringen 
Trockengewichte, die Hurni (1945) nach dem 3. und 4. Kulturtag er- 
halten hatte (2,75 und 9,5 mg), k6nnen wohl auf eine geringe Sauerstoff- 
spannung der Nihrlosung zuriickgefiihrt werden, denn HuRnI arbeitete 
in 100 ml Kolben mit einer 25 ml fassenden Niahrlésung. Nach dem 
5. Kulturtag lag das Trockengewicht bei 49 mg. Vermutlich hatte das 
submerse Mycel zwischen dem 4. und 5. Kulturtag die Fliissigkeits- 
oberflaiche erreicht. 

Die Untersuchungen tiber den Einflu8 von elektrodialytisch gewonne- 
nem Scutellen-Extrakt fiihrten zu dem Ergebnis, daB die Wirkung des 
Scutellen-Extraktes auf das submerse Mycelwachstum zeitlich begrenzt 
ist. Mit zunehmender Entwicklung nimmt die Empfindlichkeit gegen 
diesen Extrakt ab. Diese allmihliche Sensibilitaétsverminderung vom 3. 
bis 5. Kulturtag kann dadurch erklirt werden, daf& Phycomyces im 
zellphysiologischen Geschehen eine Umwandlung erfahrt. 

Kine Trennung der im Extrakt vorkommenden Wirkstoffe konnte 
mit Hilfe der Papierchromatographie erreicht werden. Neben dem Aneu- 
rin sind im Extrakt noch mindestens zwei andere auf Phycomyces wirk- 
same Faktoren vorhanden. Diese Verbindungen haben getrennt getestet 
keinen Kinflu®8 auf das Trockengewicht nach einer S8tigigen Kultur- 
dauer. Erst die Kombination beider Wirkstoffe wirkt férdernd auf das 
definitive Erntegewicht. Der schnell wandernde Wirkstoff, der bei der 
Chromatographie einen Teil seiner Wirksamkeit verliert, kénnte noch 
nicht identifiziert werden. Ein langsamer wandernder Wirkstoff ist in 
Anlehnung an die Experimente von Hurnt (1945) als das von Ropers 
(1942) entdeckte, fiir Phycomyces wirksame Hypoxanthin erkannt 
worden, Ropsrns (1940, 1941) und seine Mitarb. fanden zwei aus Kar- 
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toffelknollen isolierte Faktoren Z, und Z,. Z, ist an Holzkohle adsorbier- 
bar und kann mit ammoniakalischem Aceton wieder eluiert werden, 
wiahrend Z, nicht an Holzkohle adsorbierbar ist. Z, wurde von RoBBrins 
und KavanacH (1942) als Hypoxanthin identifiziert. Guanin zeigte 
den gleichen Forderungseffekt wie Z, (1942), ist aber nicht mit ihm 
identisch, da Guanin mit Salpetersiiure zerstért wurde, der Z,-Faktor 
und Hypoxanthin aber nicht. Beide Faktoren (Z, und Z,) in passendem 
Verhaltnis zugefiigt, riefen Férderungen hervor, die gréfer waren, als 
wenn die Faktoren einzeln getestet wurden. RoBBINS erntete die Kulturen 
meist nach einer Kulturdauer von 72 Std. Leider liegen keine Angaben 
vor, ob die Férderung der getrennt zugefiigten Faktoren auch nach 
einer Kulturdauer von 8 Tagen beibehalten wurde. Ob der bei der 
Chromatographie schnell wandernde Wirkstoff des Scutellen-Extraktes 
mit dem Faktor Z, identisch ist, muB offen bleiben. 

Ks ist moglich, da Hypoxanthin in gebundener und freier Form in der 
Spore vorliegt und daf nur die freie Form wirksam ist. Dafiir spricht die 
auBerordentlich hohe Wirksamkeit des synthetischen Hypoxanthins. 
Bei den nicht-keimenden, aber keimpotenten Sporen scheint der Spiegel 
des freien Wirkstoffes so tief zu liegen, daB diese Konzentration fiir eine 
Keimung nicht ausreichend ist. Fiir ein Vorliegen von gebundenem 
Hypoxanthin sprechen auch die Untersuchungen von Rossptns (1945), 
der mit Hilfe physikalischer Methoden (kurzfristige Temperaturerh6hung 
auf 50° C) eine Steigerung der Keimprozente erzielen konnte. Eine Er- 
hohung der Keimprozente scheint aber nur dann moglich zu sein, wenn 
dieser Wirkstoff relativ leicht in die freie Form tibergehen kann. 

Im kataphoretisch gewonnenen Scutellen-Extrakt liegen somit drei 
Wirkstoffe vor, von denen zwei (Hypoxanthin, evtl. auch Guanin und 
ein unbekannter Stoff) die Sporenkeimung und das Pilzwachstum positiv 
beeinflussen; der dritte Wirkstoff, vermutlich ein Indolderivat, hebt die 
durch IES induzierte Keimungshemmung der Sporen auf. 

Bei den Untersuchungen iiber den HinfluB der [ES auf das Wachstum 
von Phycomyces ergab sich, daB der verwendete Phycomyces-Stamm 
seine Reaktionsweise auf IES anderte. Uber die Ursachen der spontanen 
Resistenzanderung gegeniiber IES kénnen keine bestimmten Aussagen 
gemacht werden. Hs liegen Anhaltspunkte dafiir vor, da der Lichtfaktor 
hierbei eine Rolle spielt. Solange der Stamm sich auf IES sensibel erwies, 
standen die Stammkulturen in diffusem Tageslicht an einem Fenster 
der Nordseite. Spiter kamen diese Stammkulturen in die temperatur- 
konstante Dunkelkammer. Danach zeigten sie die geschilderte Resistenz- 
erhdhung gegen IES. Nach einem Jahr wurden die Stammkulturen 
wieder in diffusem Tageslicht herangezogen. Nun konnte zwar eine 
Schwiichung der Resistenz beobachtet werden, doch trat die volle Sensi- 
pilitaét wie zu Beginn unserer Versuche bisher nicht wieder auf. 
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Der gegen IES nunmehr resistente Stamm zeigte selbst in einer Nahr- 
lésung, die auf 20 ml 10-3 mol IES enthielt, noch ein betrachtliches 
Wachstum. Dem Augenschein nach war dabei die Pigmentierung der 
Sporangiophoren unterbunden, doch bebielten diese Sporangientrager 
ihre phototrope Sensibilitat bei. 

ScHOPFER (1950) hatte mit einem Naihrmedium auf Lactatbasis die 
Carotinbildung des Pilzes ginzlich unterdriicken kénnen. Nach seinen 
Beobachtungen, die von REtmNERT (1952) bestatigt wurden, ist der caro- 
tinfreie Pilz phototropisch empfindlicher als der carotinhaltige. Unter 
Anwendung spezieller Nahrsubstrate konnte ScHOPFER (1951) weiterhin 
zeigen, daB bei Phycomyces Na-Acetat eine Vorstufe des 6-Carotins dar- 
stellt. Ob IES in diesen Stoffwechsel des Pilzes eingreift, ist noch zu 
klaren. 

RicHARDS (1949) erhielt mit 10-? mol IES eine Totalhemmung; alle 
Sporen blieben ungekeimt. Ihr Stamm verhielt sich also wie der unsrige 
vor Anderung seiner Sensibilitat. Rrcuarps arbeitete nicht in Fliissig- 
keitskulturen, sondern mit einem Difco-Kartoffel-Dextrose-Agar-Nahr- 
medium. Gemessen wurde die lineare Wachstumsrate nach einer 16 bis 
40stiindigen Kulturdauer. Die Ergebnisse von UMRATH (1939) iiber den 
Einflu8 von IES auf das Wachstum von Phycomyces sind statistisch 
nicht gesichert. Trotzdem wollen wir sie mit den unsrigen vergleichen. 
UmratH konnte mit einer [ES-Konzentration von 8- 10-* g/ml eine 
deutliche Verzégerung des submersen Mycelwachstums bewirken, wih- 
rend 5- 10-4 mol sehr stark hemmend wirkten, so da8 nur Mycelspuren 
entwickelt wurden. Uberraschend ist, daB Phycomyces-Extrakt imstande 
war, die IES-Hemmung aufzuheben. Er spricht von einem Heteroauxin- 
Antagonisten, der hier eine Rolle zu spielen scheint. Es ist noch zu 
priifen, ob dieser Heteroauxin-Antagonist nicht ein Abbauprodukt der 
IES selbst ist, das nun mit dieser in Platzkonkurrenz tritt und die IES 
auch in hohen Konzentrationen unschadlich fiir den Stoffwechsel des 
Pilzes macht. 

Das Vermégen des Scutellen-Extraktes, die durch IES induzierte 
schwache Wachstumshemmung des Pilzes aufzuheben, beruht nicht auf 
einem Antagonismus; nur solange der Stamm auf IES sensibel war, 
haben wir besonders bei der Sporenkeimung einen derartigen Antagonis- 
mus feststellen kénnen (Pout u. RorHEer 1953). Die wachstumsférdernde 
Wirkung des Extraktes kompensiert vielmehr indirekt die schwache IES- 
Wachstumshemmung. Beide Faktoren, TES und Wirkstoffe des Scutel- 
lums, greifen an verschiedenen Reaktionsorten im Plasma an und kom- 
pensieren sich in ihrer Wirkung. Der beim Kresse-Test eine Wachstums- 
hemmung der Wurzel auslisende Wirkstoff des Scutellen-Extraktes 
(Pont 1951a) ist offensichtlich mit der Substanz identisch, die beim 
sensiblen Stamm die Aufhebung der durch TES bewirkten Unterbindung 


Kinflu8 von £-Indolylessigsiure auf Phycomyces Blakesleeanus. 107 


der Sporenkeimung bedingt. Bei der Chromatographie mit dem Metha- 
nol-Gemisch findet sich dieser Stoff in den Feldern 3 und 4, da diese 
Eluate allein das Wachstum der Kresse-Wurzeln hemmend beeinflussen 
(61,2 und 48,2%). 

Zusammenfassung. 

1. Fir die vorliegenden Versuche wurde eine optimale Vitamin B,- 
Konzentration von 0,25 y fiir 20 ml Nahrlésung ermittelt. 

2. Als Ursache der Trockengewichtsschwankungen innerhalb der 
Methodik ist nicht die Sporenkonzentration verantwortlich, sondern die 
Sauerstoff-Tension der Nahrlésung, die ihrerseits von der Form der 
Kulturkolben abhingig ist. 

3. Bei unserem Phycomyces-Stamm wurde eine Abhingigkeit der 
Trockengewichte von der Jahreszeit ermittelt. 

4. Der Scutellen-Extrakt wirkt quantitativ auf das Wachstum von 
Phycomyces. Mit zanehmender Entwicklung nimmt die Empfindlichkeit 
gegen diesen Extrakt ab. Nach dem 5. Kulturtag spricht Phycomyces 
nicht mehr auf die im Extrakt vorliegenden Wirkstoffe an. 

5. Neben 9 verschiedenen Aminoséiuren, Glucose, Fructose, Saccha- 
rose, vermutlich einer methylierten Fructose, freiem Vitamin B, und ge- 
bundener Phosphorsaure, konnte Hypoxanthin, evt. auch Guanin und 
ein noch unbekannter Wirkstoff erkannt werden. Diese beiden Wirk- 
stoffe beeinflussen, getrennt getestet, nur das submerse Mycelwachstum. 
Nach dem 8. Kulturtag tritt eine Forderung nur dann ein, wenn beide 
Substanzen gleichzeitig gegeben werden. 

6. Die in dieser Arbeit zusammengestellten Ergebnisse sind in erster 
Linie mit einem gegen IES partiell resistenten Stamm gewonnen worden. 
10-3 mol TES rufen nur eine Hemmung von 27% nach dem 8. Kultur- 
tag hervor. Die Pigmentierung wird bei dieser Molaritaét stark unter- 
driickt. 

7. Die im Scutellen-Extrakt vorliegenden Wirkstoffe vermédgen die 
IES-Hemmung aufzuheben. Zwischen der Wirkung der IES und der 
Wirkung des Extraktes liegt ein deutlich additiver Effekt vor, d. h., daB 
beide Wirkstoffe an zwei verschiedenen Reaktionsorten im Plasma an- 
greifen. Die Aufhebung dieser durch IES induzierten Wachstumshem- 
mung des Pilzes durch Scutellen-Extrakt beruht auf seinem Gehalt an 
Hypoxanthin, evtl. auch Guanin. Beide sind, wie der Scutellen-Extrakt, 
in der Lage, diese Hemmung aufzuheben. 
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Some Observations on the Use of Cylinders Made from 
Different Materials in the Cylinder Plate Method. 


By 
GERDA NILSSON and PER ERIC NILSSON. 


With 1 figure in the text. 


(Hingegangen am 10. Dezember 1953.) 


Originally the cylinder plate method for testing antibiotics included 
the use of cylinders made of glass e.g. Pyrex glass. The breakage percent 
of these glass cylinders is however high and as they had to be ground they 
were rather expensive. Later cylinders of vitreous porcelain were intro- 
duced. Now cylinders made of metal are in use in many laboratories wor- 
king with this test method. 

In this laboratory we use cylinders manufactured of stainless steel 
according to the type used in the institute of microbiology at Rutgers 
University, U.S.A. Before definetely choosing this material we investi- 
gated the possibility of using aluminium as this should make the cylinders 
much cheaper (about 25° of Pyrex in cost). 

Cylinders of aluminium have been used before. According to H. W. Fro- 
REY et al (1949) no other disadvantages have been reported than they be- 
come uneven and encrusted after some time of use. This makes the material 
unsuitable for cylinders to beusedonagar.When meltingthem intotheagar, 
which is the method used in this institute, it is however of little importance. 

In order to find out whether any further disadvantage could be connect- 
ed with the use of aluminium cylinders a comparison was made between the 
three materials, glass, stainless steel (tubes Uddeholm) and aluminium (tu- 
bes 25 H, Svenska Aluminiumkompaniet) in some experiments. The test 
organism used in the experiments was a strain of Staphylococcus aureus. 

A representative experiment is shown on the figure. 

The cylinders on all the plates shown by the figure were filled with 
sterile water. On the plates with aluminium cylinders very pronounced 
inhibition zones developed. The test organism on the plates with cylinders 
of glass and of stainless steel showed no sign of inhibition. 

As according to Hirscu (1950) certain antibiotics as e.g. nicin are extre- 
mely difficult to remove quantitatively from the cylinders and those used in 
the above experiment had been used in earlier experiments with unidenti- 
fied antibiotics the experiment was repeated with cylinders not used before. 
These new cylinders, however, gave aninhibitionzone ofthe same diameter. 
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The influence of different cleaning and sterilization procedures on the 
inhibition effect was also investigated. This experiment gave inhibition 


zones with diameters varying from 15 to 35 mm as shown by the figure. — 


Wet sterilization gave a much higher inhibition effect (35 mm) than dry 
sterilization (15 mm). The use of a synthetic washing preparation did not 
influence the result. 


Stainless steel Glass Aluminium 


Cylinders steri- 
lized in 170° © 
dry air 


Cylinders steri- 
lized in 120° C 
autoclave 


Cylinders 
washed ina 
synthetic 
washing pre- 
paration and 
sterilized in 
boiling water 


Vig. 1. Effect of different cylinders on Staph. aureus. 


The inhibitory action from aluminium cylinders demonstrated above 
shows that the quality of aluminium used for these cylinders is unusable 
for the purpose. This must, however, not mean that all qualities of alu- 
minium should be unusable. As mentioned above aluminium has been 
reported as a material used for this test. The observation however points 
out the necessity of extreme care when choosing materials to be used in 
biological tests. 

Summary. 

Aluminium has been reported as material for test cylindérs. Our ob- 
servations indicate that certain qualities of commercial aluminium tubes 
exert a pronounced inhibitive effect on a Staph. aureus culture. 
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Der durch Pilze und aerobe Bakterien veranla8te Pectin- 
und Cellulose-Abbau im Hochmoor unter besonderer 
Berticksichtigung des Sphagnum-Abbaus. 


Von 
ELISABETH Kox. 


Mit 5 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 28. Oktober 1953.) 


Im Laufe der letzten Jahrzehnte hat sich die Forschung immer wieder 
mit dem im Boden stattfindenden mikrobiellen Cellulose- und Pectin- 
abbau befaBt. Nachfolgende Arbeit soll vor allem dazu beitragen, diese 
Zersetzungsvorgange im Hochmoor aufzukliren, da sie als Vorbedin- 
gung fiir den dort vorherrschenden Sphagnum-Abbau anzusehen sind. 


Im Hochmoor trifft man vor allem zahlreiche Sphagnum-Arten an, die durch 
das Basenadsorptionsvermégen der Kolloide ihrer Membranen fiir den charakte- 
ristischen niedrigen pq-Wert des Hochmoors mitverantwortlich sind, der daneben 
noch durch den hohen Kohlensauregehalt, den sauren Charakter der gelésten 
Huminsauren und durch das Vorkommen von freier Schwefelsiure verursacht wird. 

Neben den Sphagnen sind vor allem auch die Hricaceen maBgebend an der Hoch- 
moorvegetation beteiligt. Ihrer Mycorrhiza kommt eine besondere Bedeutung zu; 
sie wurde von der Arbeitsgemeinschaft seit 1943 einer genauen Untersuchung unter- 
worten, die schlieBlich zu der Frage fiihrte, welche Funktionen wohl den vereinig- 
ten Symbionten, d.h. den Hricaceen-Pflanzen und ihren Pilzen, beim Abbau der 
lebenden Oberflachenschicht im Hochmoor zukommen. Dieser ist vor allem auf 
Pilz- und Bakterientatigkeit zurtickzufiihren und hat einen standigen Zuwachs 
neuer Schichten im Jungtorf zur Folge. 

Zur genaueren Untersuchung der einzelnen Mikroorganismen Reacctstien ihrer 
Funktionen im Hochmoor wurden von Prof. Burgurr zahlreiche Isolierungen vor- 
genommen und sowohl die frei vorkommenden als auch die in Symbiose lebenden 
Pilze sowie die vorherrschenden Bakterien in Kultur gebracht. 

An Pilzen sind dabei gefunden worden: perithecienbildende Penicilliwm-Arten, 
nur mit Conidientragern fruktifizierende Penicilliwm-, Verticilliwm-, Mortverella- 
Arten und schlieBlich Symbionten der Hricaceen, die mit groBer Wahrscheinlich- 
keit, soweit bestimmbar, zur Gattung Cladosporium und verwandten Gattungen 


gehoren. 

Nachfolgende Arbeit soll vor allem dariiber aufkliren, welche Rolle 
eine Anzahl dieser Pilze und aeroben Bakterien, die aus den obersten 
Schichten eines Hochmoores isoliert worden waren, beim Sphagnum- 
Abbau spielen. Da hierbei hauptsichlich die an Pectinstoffen besonders 
reichen, cellulosehaltigen Zellwiinde der Sttimmchen angegriffen und zer- 
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stért werden, untersuchten wir zuerst die isolierten Mikroorganismen auf 
ihre Fahigkeit, Pectin und Cellulose abzubauen; denn dieses Vermogen 
diirfte wohl als Grundbedingung fiir einen Sphagnum-Abbau anzusehen 


sein. . 


I. Pectin-Abbau. ‘ 

Die Sphagnum-Membranen sind besonders reich an Pectinstoffen, und zwar 
findet man in den Primarmembranen das Pectin in der Cellulose eingelagert. 

Ihrer chemischen Natur nach gehéren die Pectine zu den Kohlenhydraten 
und ergeben bei der Totalhydrolyse d-Galakturonsiure, Hexosen (insbesondere | 
d-Galaktose), Pentosen (vor allem 1-Arabinose) und Methylalkohol. Wahrscheinlich — 
sind im Pectin-Molekiil die Anhydrogalakturonsaure-Einheiten in langen geraden 
Ketten von hohem Molekulargewicht angeordnet und in 1,4-a-glykosidischer Bin- 
dung miteinander verbunden; ein Teil der Carboxyle ist mit Methanol verestert. 
Nach neueren Untersuchungen stellen 1-Arabinose und d-Galaktose keine direkten 
Bestandteile des Pectin-Molekiils dar, sondern sind nur Begleitstoffe, die als Poly- 
saccharide Araban und Galaktan mit den Galakturonsaureketten assoziiert sind 
(Bocr, 1941). 

Die das Pectin-Molekiil zerlegenden Fermente sind als Pectinasen bekannt; 
nach ExnRiicu besitzen vor allem 3 von ihnen eine besondere Bedeutung: Die 
Protopectinase (oder Pectosinase) zerlegt das in kaltem Wasser unlosliche 
Protopectin (das ist eine Pectin-Cellulose-Verbindung) der Mittellamellen in wasser- 
lésliches Pectin und Cellulose; sie findet sich in den Organismen stets in Begleitung — 
von Pectinase (Bock, 1941). Die Pectase, auch unter dem Namen Pectin- 
Methoxylase (BEAvEN u. Brown, 1949) bekannt, ist ein sehr unspezifisches 
Enzym. In ihrer Wirkung entspricht sie einer Esterase und wird daher auch zu- 
weilen Pectinesterase genannt (LuH u. PHarr, 1951). Dieses Enzym spaltet beim 
Pectin Methylalkohol ab. Hierdurch werden die Carboxylgruppen frei und dissozia- 
tionsfahig, der pp-Wert sinkt, es entsteht die Pectinsiure. 

Das eigentliche kettenspaltende Ferment ist die Pectinase, die von einigen 
Autoren (PHAFF, 1947; Lun u. Puarr, 1951) auch als Polygalakturonase be- 
zeichnet wird; ihre Wirkung entspricht einer Séurehydrolyse. Sie greift die partiell 
veresterte Polygalakturonsiure sowie die mit ihr assoziierten Polysaccharide an, 
lést die glykosidischen Bindungen und zerlegt sie in Galakturonsiure bzw. in 
Galaktose, Arabinose usw. 

Allgemein lassen sich die Enzyme, je nach den Voraussetzungen, unter denen sie 
gebildet werden, in konstitutive und adaptive Enzyme einteilen (KARSTROM, 1938). 
Die konstitutiven Enzyme werden von dem betreffenden Organismus immer 
gebildet, unabhangig von der Zusammensetzung des Substrats. Allerdings kann 
durch die Anwesenheit des Stoffes, den das betreffende Ferment spaltet, die Pro- 
duktion quantitativ wesentlich gesteigert werden. Die adaptiven Enzyme wer- 
den dagegen von dem betreffenden Organismus nur bei Bedarf gebildet, und zwar 
nur bei Gegenwart des zu spaltenden Stoffes. 

‘Das historisch bekannteste Beispiel fiir eine Pectinzersetzung durch Mikro- 
organismen ist die sogenannte ,,Flachsréste‘‘. Hierbei sind vor allem anaerobe 
Bakterien tatig, daneben spielen aber auch aerobe Bakterien, wie Bacillus mesen- 
tericus, Bac. subtilis u. a., sowie auch Pilze, z. B. Rhizopus nigricans, eine wesentliche 
Rolle. 

Wenn man auch eine Anzahl aerober Bakterien und Hefearten mit pectolytischer 
Fahigkeit kennt, so stehen doch bei der aeroben Pectinzersetzung die Pilze an 
erster Stelle, vor allem viele Vertreter der Gattungen Aspergillus, Penicillium, 
Botrytis, Allernaria, Cladosporium usw. 


: 
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Da sich die Sphagnum-Membranen durch besonderen Pectinreichtum auszeich- 
nen, stellten wir uns zunachst einmal die Aufgabe, die aus den obersten Hochmoor- 
schichten isolierten Pilze und aeroben Bakterien nach einwandfreier Reinziichtung 
auf ihre pectinzerstérende Fahigkeit zu untersuchen. Bei dieser Versuchsreihe 
nahmen wir die von GAUMANN (GAUMANN u. BOuNt, 1946) fiir Botrytis cinerea be- 
schriebene Methode als Unterlage; diese lieB sich sowohl bei allen Pilzen, als auch 
mit geringer Abanderung bei unseren aeroben Bakterien anwenden. 

Bei der Pectinzersetzung in der Natur kommt der kettenspaltenden Pectinase — 
die bei den Pilzen stets zusammen mit Pectase vorkommt (JANSEN u. Mac DonneEL, 
1945) und auch ein stiandiger Begleiter der Protopectinase ist — die gréBte Bedeu- 
tung zu. Daher beschrankten wir uns auf die Bestimmung dieses Fermentes, das die 
pectinabbauenden Mikroorganismen in den meisten Fallen beim Wachsen als Exo- 
enzym in die Nahrlésung ausschieden und dann fiir uns nachweisbar war. LaBt man 
eine solche pectinasehaltige Lésung auf eine Na-pectat-Lésung einwirken, so wird 
nach einer gewissen Zeit die Na-pectat-Kette gespalten und die Viscositat des Re- 
aktionsgemisches nimmt dadurch ab. Diese reduzierte Viscositat 14Bt sich leicht 
mit Hilfe eines Viscosimeters nachweisen. 

In unserer Versuchsreihe verwendeten wir deshalb Na-pectat (in stets gleicher 
Lésung von 0,8%), weil dieses die Wirkung von Pectase blockiert und damit im 
Gegensatz zu reinem Pectin nur die Pectinase-Aktivitat anzeigt (GAUMANN u. BOHNT, 
1946). Auf 20 ml Na-pectat-Lésung und 5 ml n/10 Ammoniumoxalatlésung lieBen 
wir 20 ml enzymhaltige Lésung 15 Std bei 30° C einwirken; sodann wurde von 
diesem Gemisch die Viscositaét mit einem Ostwaxpschen Viscosimeter gemessen. 
Diese 10 min auf 70° C erhitzte und somit inaktivierte Lésung diente ferner als 
Kontrollflissigkeit I zur Bestimmung der relativen Viscositatsabnahme, 
die gleiche Lésung ohne Na-Pectat als Kontrollfliissigkeit Il zur Bestimmung 
der spezifischen Viscositait. — Beide Vergleichslésungen wurden ebenfalls 
15 Std bei 30° C gehalten. 


a) Pectin-Abbau durch Pilze. 


Nach dieser eben beschriebenen Methode wurden zunachst folgende 20, 
von Prof. BurGerr isolierten und bestimmten Pilze auf Pectinasebildung 
vergleichend untersucht. Zum groBen Teil gehéren sie der Gattung 
Cladosporium“ oder verwandten Gattungen an und leben im Hoch- 
moor mit Hricaceen in Symbiose. 


1. Symbionten:  Rh31 (Sym) 461 (Sym) 4719 (Sym) 5010 (Sym) 


Rh53 ,, 464 sa, 484a,, 5014 ,, 
43186 ,, Cie) eS 488b_,, Vale. es 
4318C 5, 4714 ,, AO) = 55 


2. Mortierellen: 4355 (M) und 4631 (M) 
3. Penicillien: 501 (P) 
4. Verticillien: 482 (V) und 45040 (V). 


Es sei an dieser Stelle schon vorweggenommen, daB den Mortverellen 
in unserer Arbeit wenig Bedeutung zukommt, denn sie zeigten bei allen 
Untersuchungen keinerlei Abbaufahigkeit. 

Von diesen 20 untersuchten Pilzen zeigten 9 eine deutliche Pectinase- 
wirkung; sie seien nach abnehmender Intensitat angeordnet: 501 (P) > 
482 (V) — 464 (Sym) — 5040 (V) > 5021 (Sym) — Te > 
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5010 (Sym) > RH 53 (Sym) - 478 (Sym). Abb. 1 gibt die verschieden 
starke pectolytische Fahigkeit dieser Pilze nach 4, 7 und 11 Tagen 
Wachstum in der Nahrlésung an; aus diesen Ergebnissen lassen sich 
Riickschliisse auf die Geschwindigkeit und Stiirke des Pectin-Abbaus 
im Moor durch diese Mikroorganismen ziehen. 

Alle Versuche mit den in Abb. 1 dargestellten Ergebnissen wurden mit 
einer CzaPEK-Dox-Lésung! angesetzt, die noch zusitzlich 0,05% Na- 
pectat enthielt. Aber auch in 
pectatfreier Nahrlésung pro- 


min duzierten alle diese Pilze Pecti- 


burchlaufzeit (Ostwald-Viskosimeter) 


nase, allerdings in wesentlich ge- 
ringerer Menge, so daB die von 
unseren Hochmoorpilzen gebil- 
dete Pectinase als konstituti- 
ves Enzym anzusehen ist. 


b) Pectin-Abbau durch 
aerobe Bakterien. 

Die aeroben Bakterien stamm- 
ten ebenfalls aus den obersten 
Hochmoorschichten und wur- 
den als — durch zahlreiche auf- 
einanderfolgende Verdiinnungs- 
kulturen gewonnene — Rein- 
kulturen untersucht. Von den 
vielen isolierten Bakterienstéim- 
men wahlten wir 5 fiir unsere 
Versuche aus. Auf ihre syste- 
matische Zugehorigkeit wird 


2 4 6 8 70 Tage ; rs 3 f 
Alter der Kultur eine spitere Verdffentlichung 
Abb. 1. Abnahme der Viscositiit durch pectinab- hinweisen. 
bauende Pilze. Symbionten, ---- Penicillien. Thre Priif . 
-:-+- Verticillien. Ausgangsdurchlaufszeit der Fahickei = aren pectinabbauende 
Kontrollfliissigkeit I: 20’. Durchlaufszeit der ahigkeiten erfo gte nach der glei- 
Kontrollfliissigkeit II: 4’ 33—35’’. chen, schon beschriebenen Methode 


(GaumaNN u. Bount, 1946), nur 
muBte, um tiberhaupt ein Bakterienwachstum zu erreichen, der pectathaltigen 
CzareK-Dox-Lisung noch 5% Pepton zugesetzt werden; die fertige Nahrlésung 
besaB einen pqy-Wert von 5,6. Kine zusitzliche Filtration durch ein Bakterienfilter 
lieferte klare Enzymlésungen, die wir erst in diesem Zustand mit Na-pectat-Lésung 
zusammenbringen und fiir die Viscosimeterversuche verwenden konnten. 


Alle Versuche, sowohl mit einzelnen Bakterien, als auch jene, bei denen 


die Bakterien in ihrer Gesamtheit gepriift wurden, verliefen vollkommen 
negativ. 


* CzarnK-Dox-Lésung: NaNO, 3,0 g; KH,PO, 1,0 g; MgSO, 0,5 g; KCl 0,5 g; 
FeSO,: 7 H,0 0,01 g; Glucose 10,00 g; dest. H,O 1000,00 g. 
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‘Nach diesem Ergebnis sollte zunachst mit Hilfe eines bekannten pectolytischen 
Bakteriums festgestellt werden, ob sich diese von GAuUMANN fiir Pilze angegebene 
Methode auch zur Untersuchung von Bakterien anwenden la8t. Dazu verwendeten 
wir die aus geréstetem Flachs unter aeroben Bedingungen isolierten Bakterien und 
verfuhren damit nach der beschriebenen Methode. Schon nach einigen Tagen, als 
die Bakterien sehr stark in der Nahrlosung gewachsen waren, ergab sich, daB die 
,,GAUMANN-Methode“ tatsichlich auch zum Pectinasenachweis bei Bakterien 
brauchbar ist: 

Viscositétsabnahme durch Flachsbakterien. 


Kontr. Flissigkeit I 
Durchlaufzeit bei 20° C 


Enzymhaltige Lésung 
Durchlaufzeit bei 20° C 


Alter der Kultur in Tagen | 


4 | 21 min 30 sec | 5 min 25 sec 


Nun wurde der gleiche Versuch nochmals mit unseren Hochmoor- 
bakterien wiederholt unter Anwendung einer anderen Nahrlésung!, in 
der die Bakterien wesentlich besseres Wachstum zeigten. Um fest- 
zustellen, ob in dieser Lésung tiberhaupt durch irgendein Bakterium eine 
Pectinaseproduktion erfolgt, wurden zunichst alle Bakterien zusammen 
in die Nahrlosung geimpft und in ihrer Gesamtheit nach 10, 20, 30 und 
40 Tagen Wachstum (bei 30° C) untersucht. Unter diesen neu gewahlten 
Bedingungen waren die Bakterien sehr stark gewachsen und erwiesen 
sich nun doch als pectinasebildende Mikroorganismen; vermutlich ist fiir 
diese Fahigkeit gutes Wachstum Voraussetzung, oder es sind sonstige 
bestimmte Bedingungen — die jetzt gegeben waren — hierfir erfor- 
derlich. 

Zu abnlichen SchluBfolgerungen war auch schon FERNANDO (1939) bei seinem 
Versuch mit Bac. carotovorus gelangt; er schreibt: ,,Hine kraftige Enzym- 
ausscheidung durch Bac. carotovorus ist gewahrleistet, wenn gutes Wachstum er- 


folgt .... Von besonderer Bedeutung ist das anfaingliche C: N-Verhaltnis des Kul- 
turmediums, da dieses die H-Ionenkonzentration stark beeinfluBt.* 


Abnahme der Viscositdt, verursacht durch alle Bakterien zusammen. 


ee A lt eae Ss SE ee ee ee See Se ee 
Alter der Kultur Kontr. Fliissigkeit I Enzymhaltige Lésung Kontr. Fliissigkeit IT 
in Tagen Durchlaufzeit bei 20° C| Durchlaufzeit bei 20°C | Durchlaufzeit bei 20°C 
| 

10 22 min 00 sec 22 min 00 sec 

nD} 22 min 00 sec 12 min 39 sec 

30 22 min 00 sec 8 min 53 sec 

40 22 min 00 see 7 min 42 sec 4 min 36 sec 


Nachdem sich so die Hochmoorbakterien in ihrer Gesamtheit als Pec- 
tinasebildner erwiesen hatten, sollten nun noch die gleichen Bakterien 
einzeln gepriift werden. Um gleiche Voraussetzungen zu schaffen, wurde 
von einem Bakterium soviel in die Nahrlésung geimpft, daB dies der vor- 

1 KH,PO, 0,25 g; K,HPO, 0,25 g; MgSO, 0,25 g; (NH,).50, 0,25 g; NaNO, 1,50 ¢; 
FeSO, 0,02 g; Glucose 5,00 g; Pepton 5,00 g; Na-Pectat 1,00 g; dest. H,O 1000,00 g; 
pu 6,1 E (E = px elektrometrisch bestimmt). 


Am 
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her geimpften Menge aller Bakterien zusammen gleichkam. Nach 40 Ta- 
gen wurde diese Lésung, in der die Bakterien sehr stark gewachsen waren, 
auf Pectinase gepriift. Hierbei kamen wir bei unseren 5 Bakterienstaém- 
men in Reinkultur zu dem Ergebnis, da nur bei einem Vertreter, der 
als 15d gekennzeichnet war, eine sehr starke Pectinaseproduktion statt- 
gefunden hatte, wihrend alle iibrigen Bakterien nicht die geringste 
Fahigkeit besafen, Pectinase in die Nahrlésung auszuscheiden. Der Bak- 
terienstamm 15d zeigte auch sonst ein abweichendes Verhalten gegen- 
iiber den anderen Reinkulturen; seine kokkoiden Stabchen gaben eine 
positive Gram-Farbung, wihrend die anderen Kurzstabchen gramnega- 
tiv waren. 
Abnahme der Viscositét durch 15d. 


Kontr. Fliissigkeit IL 


Alter der | Kontr. FliissigkeitI | Enzymhalt. Lésung | Enzymhalt. Lésung : 
Kultur Durchlaufzeit bei Durchlaufzeit bei pekt. freier Nlg. Durchlaufzeit 
in Tagen | 20° C bei 20° C | Durchlaufz. bei 20°C bei 20° C 
40 | 22 min 00 sec 5 min 03 sec : 15 min 25 sec | 4 min 36 sec 


Da 15d auch in einer pectinfreien Lésung Pectinase erzeugt hatte 
— allerdings in geringerer Menge —, war damit der Beweis erbracht, daB 
wir es in diesem Falle wieder mit einem konstitutiven Enzym zu tun 
hatten. 


II. Cellulose-Abbau. 


Die Sphagnum-Pflanzen besitzen neben dem charakteristischen hohen 
Pectingehalt auch eine sehr betriachtliche Menge an Cellulose (nach 
PLANK, 1946, etwa 43% des lufttrockenen Materials). Wenn auch 
die Cellulose niedriger Pflanzen nicht vom gleichen Typ ist wie die der 
hodheren Pflanzen, so ergeben doch die Sphagnum-Membranen — nach 
den tiblichen Vorbehandlungen — die gleichen Cellulose-Farbreaktionen, 
welche auch fiir hGhere Pflanzen bekannt sind. 


Allerdings weist die Struktur der Sphagnum-Cellulose einige Abweichun- 
gen von der gewohnlichen Cellulose auf; sie besitzt z. B. eine wesentlich kiirzere 
Kettenlainge. Ferner nimmt PLANK (1946) an, daB die Cellulose der Sphagnen einen 
grofen Anteil an anderen Zucker-Polymeren, z. B. Xylane, auBerdem Oxydations- 
produkte, wie Oxycellulose, besitzt und nur zu 3,8% aus Glucosanen besteht, die 
durch 1,4-6-glucosidische Bindung miteinander verkniipft sind. 

Aber auch die Cellulose héherer Pflanzen stellt keinen homogenen Kérper dar, 
vielmehr bestehen hier die Membranen aus einem Gemisch von reiner Cellulose, 
Oxy- und Hemicellulose, deren Resistenz gegen Hydrolyse und Oxydation auch in 
dieser Reihenfolge abnimmt (Daszewska, 1911/12). 

Die chemische Struktur der reinen Cellulose ergibt sich aus ihrer Hydro- 
lyse mit wiBrigen Mineralsiuren, bei der sie vollstandig in Glucose gespalten wird. 
Somit besteht das Cellulose-Molekiil aus langen Ketten, in denen zahlreiche Glu- 
cose-Molekiile in 1,4-6-glucosidischer Bindung verkniipft sind. 

Die Cellulosezerstérung durch Pilze und Bakterien kann auf sehr ver- 
schiedene Weise vor sich gehen. Grundsatzlich muB man hier einen anaeroben und 
einen aeroben Abbau unterscheiden. In unserem Falle ist nur der aerobe Abbau 


Der Pectin- und Cellulose-Abbau im Hochmoor. 117 


von Interesse, der in der Natur eine ganz bedeutende Rolle spielt. An diesem Pro- 
ze sind neben aeroben Bakterien vor allem die Pilze beteiligt, die mittels Fer- 
menten die Zerstérung durchfiihren. Nach Angaben von Princsnerm (1912) kann 
man annehmen, daB bei der Cellulosezersetzung 2 Fermente zusammenwirken, 
welche die 6-glucosidischen Bindungen zu spalten vermégen. Durch den aufein- 
anderfolgenden Angriff von Cellulase und Cellobiase fiihrt die Hydrolyse tiber 
das Disaccharid Cellobiose bis zur d-Glucose. 

Andere Autoren bezeichnen die Cellulosezerstérung als einen oxydativen Abbau, 
bei dem nach WinoGrapsky (1949) Oxycellulose als Abbauprodukt entstehen soll, 
wahrend Fanraxnus (1944) beweisen konnte, daB solche Stoffe erst durch sekun- 
daren Aufbau aus niederen Gliedern entstehen. 


Zahlreiche Arbeiten sind bereits tiber die celluloseabbauende 
Higenschaft aerober Mikroorganismen veroffentlicht worden. 


So berichtet z. B. Winoarapsky (1949) von den 3 Gattungen Cytophaga, Cell- 
vibrio und Cellfalcicula, die neben vielen anderen aeroben Bakterien als Cellulose- 
zerstorer bekannt sind. 

Von den Pilzen wurde noch eine weitaus gréBere Anzahl als cellulosezersetzende 
Mikroorganismen beschrieben, so daB die Aufzihlung auch nur der bekanntesten 
zu weit fiihren wiirde. Daher sei nur erwahnt, daB insbesondere die Schimmelpilz- 
Gattungen Aspergillus, Penicillium und Trichoderma neben vielen anderen Asco- 
myceten, sowie zahlreichen Vertretern anderer Klassen, als Cellulosezerstérer im 
Boden eine bedeutende Rolle spielen. (Vgl. z. B. DaszewsKa, 1911/12; Lounts, 
1935; ReEsE u. Levinson, 1952 u. a.) 

Bei der Untersuchung unserer Mikroorganismen in vitro auf ihre celluloseabbau- 
ende Fahigkeit war es von besonderer Wichtigkeit, einige wesentliche natiirliche 
Bedingungen zu beriicksichtigen. Die gréBte Schwierigkeit bedeutete hier, eine ge- 
eignete Cellulose als Substrat zu verwenden, die der natiirlichen annaihernd gleich- 
kam, zumal schon die Cellulosearten verschiedener Herkunft nicht miteinander 
identisch sind und auch in den Pflanzenmembranen stets nur ein Gemisch von 
reiner Cellulose mit Hemi-, Oxycellulosen und Pentosanen zugegen ist. Ein ahn- 
liches inhomogenes Substrat stand uns aber nicht fiir unsere Versuche zur Ver- 
fiigung. Aus diesem Grunde verwendeten wir verschiedenes Material, fiir die eine 
Versuchsserie reine Cellulose, und daneben fiir den Parallelversuch Filtrier- 
papier Nr. 597 von Schleicher und Schiill. Letzteres stellte zwar keine reine 
100% ige Cellulose dar, weil bei der Gewinnung, Reinigung und Herstellung infolge 
des Zusammenwirkens chemischer und physikalischer Faktoren leicht Derivate wie 
-Oxy-, Hydro- und Hydratcellulose entstehen (Daszewska, 1911/12; HoLLANDER, 
1932; WinocRapsky, 1949); aber diese Verunreinigungen sind uns ja gerade er- 
wiinscht, denn sie spielen auch in der Natur als sténdige Begleiter der reinen Cellu- 
lose eine Rolle. 

Ebenso kommt der Zusammensetzung der Nahrlésung eine besondere Bedeutung 
zu, vor allem ihrem N-Gehalt, denn der Grad des Celluloseabbaus ist von der Menge 
des assimilierbaren Stickstoffs abhangig, wie schon WaksMAN an Hand cellulose- 
zersetzender Pilze nachweisen konnte (HOLLANDER, 1932). 


a) Celluloseabbau durch Prlze. 

Es wurden wieder die gleichen 20, bereits im vorigen Kapitel auf- 
gezahlten Pilze untersucht, und zwar bei 2 Versuchsreihen in einem je- 
weils grundsitzlich verschiedenen Kulturmilieu. Bei den ersten Versuchen 
lieBen wir die Mikroorganismen in einer kiinstlichen Nahrlosung auf Cel- 


. 
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lulose einwirken, ein andermal versuchten wir, den natiirlichen Bedin- 
gungen im Hochmoor etwas niher zu kommen und benutzten daher als” 
Nahrboden nur feuchtes Sphagnum zusammen mit Filtrierpapier. 


Bei Verwendung einer Mineralsalzlésung wurde zunachst der Boden von 100 cm- 
ERLENMEYER-KO6lbchen mit gut ausgekochtem, grobem Bimssteinkies bedeckt, etwa 
50 ml Nahrlésung dazugegeben und ein gewogener, gefalteter Cellulose- bzw. Fil- 
trierpapierstreifen (3,5 x 12cm) aufrecht — vom Bimskies gehalten — hinein- 
gestellt; die obere Halfte ragte dabei noch aus der Fliissigkeit heraus. Die Pilze 
wurden in die Nahrlésung und auf den herausragenden Celluloseteil geimpft, so daB 
sie geniigend Luftzutritt hatten. Alle Pilzkulturen iiberlieBen wir bei Zimmertem- 
peratur dem Wachstum. 


1. Abbau von reiner Cellulose. 


la) Zuerst diente den Pilzen eine Eg,-Lésung! zusammen mit reiner 
Cellulose als Substrat. Die Pilze wuchsen darauf zum gréBten Teil sehr 
schwach. Nur eine Penicillium-Art (501) hatte die Cellulose innerhalb 
von 3 Monaten vollkommen aufgeldst, in den iibrigen Kulturen machte 
sie einen vodllig unverinderten Eindruck, was dann auch noch durch 
mikroskopische Untersuchungen und quantitative Cellulosebe- 
stimmungen bestatigt wurde. 


Methode: Die mit Pilz bewachsene Cellulose setzt dem Auflésen oft groBen 
Widerstand entgegen. Daher ist es von Vorteil, wenn man sie zuerst nacheinander 
in 11/,%iger Kalilauge und 11/,%iger Schwefelsiure kocht und dann erst voll- 
kommen in ScHWeEIzERS Reagens auflést. [Man rechnet auf 1 Grundmol Cellu- 
lose = 162 g minimal 1 Mol Kupfer. In der Praxis nimmt man aber meistens die 
4fache Menge an Cu (OH),.] Zur Herstellung einer sogenannten Cellulose-Kupfer- 
oxamlésung lést man 1 g Cellulose mit 2,4 g Cu(OH), in 200 ml 20% igem Ammo- 
niak durch kraftiges Schiitteln auf. Nach Filtration der Lésung dieses Cellulose- 
Kupfer-Komplexes 1a8t sich sodann aus dem Filtrat die Cellulose mit Salzsaiure 
wieder ausfaillen. Diese wird in einem gewogenen Filter gesammelt, griindlich aus- 
gewaschen und nach mehrstiindigem Trocknen bei 90° bis zur Gewichtskonstanz 
gewogen. Die Differenz zwischen dargebotener und iibriggebliebener Cellulose 
ergibt die Menge der vom Pilz abgebauten Cellulose. (Diese Methode wurde teil- 
weise der Arbeit von HoLLAnpgErR, 1932, entnommen.) 


1b) Wie schon oben erwihnt, zeigten die Pilze in der zuerst gebotenen 
Kg,-Lésung sehr spiirliches Wachstum. Deshalb wurde die zweite Ver- 
suchsreihe mit einer abgeinderten CzapEK-Dox-Lésung?, in welcher die 
Pilze bei Vorversuchen sehr gut gewachsen waren, wieder zusammen mit 
reiner Cellulose angesetzt. Neben unseren 20 Hochmoorpilzen wur- 
den diesmal noch die als Cellulosezerstérer bekannten Pilze Chaetomium 


(= 7215) und Stysanus stemonites (= 7112) unter denselben Bedingun- 
gen zum Vergleich mitangesetzt. 

* KH,PO, 0,25 g; KgHPO, 0,25 g; MgSO, 0,25 g; FeSO, 0,02 g; Ca (NO,), 1,00 g; 
(NH,),SO, 0,25 g; dest. H,O 1000,00 g; py 5,8 E. 

* NaNO, 1,50 g; (NH,).SO, 0,75 g; KH,PO, 1,00 g; MgSO, 0,50 g; KCl 0,50 g; 
FeSO, 0,01 g; Pepton 5,00 g; dest. HO 1000,00 g; px 5,9 E. 
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Wie zu erwarten war, zeigten die Pilze in der neu gewahlten Nahr- 
losung ein auffallend kriaftiges Wachstum ; die Cellulose schien bei diesem 
Versuch neben 501 (P) und den beiden Vergleichspilzen auch noch von 
einigen anderen Pilzen angegriffen zu sein. Da mikroskopisch bei den 
Kulturen, die eine Celluloseveranderung vermuten lieBen, nur eine 
sehr schwache Zerstérung festzustellen war — auBer bei 501 (P) und den 
Vergleichspilzen farbten sich die Fasern mit Chlorzinkjod bei allen ande- 
ren noch kraftig violett —, wurde bei folgenden Pilzkulturen eine quan- 
titative Cellulosebestimmung durchgefiithrt: 7215, 7112, 501 (P), 464 
(Sym), 461 (Sym), 5040 (V), 488b (Sym), 5010 (Sym), 5021 (Sym) und 
482 (V). 

Sie erbrachte den Beweis, daB die Cellulose nicht nur durch 501 (P) 
vollkommen, sowie durch Chaetomium und Stysanus stemonites zum groB- 
ten Teil zerstért worden war, sondern auch durch einige andere Pilze 
einen geringen Abbau erlitten hatte. Folgende Tabelle gibt den durch 
die Pilze nach ungefahr 4 Monaten verursachten Celluloseverlust in 
Prozenten wieder : 


| ETs cag ara Aa aaa ia alle lai DOL elo  @li2 462, “461 “50407 2886 
(P) (Sym) (Sym) (V) (Sym) 

Verlust der ur- 

spriinglichenCellulose in % OOO 51597, 2936232012532) 25.5, 0354.5 3,09 


2. Abbau von Filtrierpapier. 


Bei den folgenden Versuchen wurde den Pilzen Filtrierpapier 
Nr. 597 von Schleicher u. Schiill als Cellulosequelle geboten, und zwar 
parallel laufend in 2 verschiedenen Nahrlésungen, die wir einfachheits- 
halber mit a und b bezeichnen wollen!. Lésung a stellte eine von OME- 
LIANSEI beschriebene, besonders nahrstoffarme Lésung dar, die absicht- . 
lich gewahlt wurde, um dadurch die Mikroorganismen zu zwingen, die 
Cellulose mit als Nahrstoffquelle zu verwerten. 

Schon nach 14 Tagen konnte man deutlich sowohl bei a als auch b 
erkennen, da den Mikroorganismen das Filtrierpapier entschieden mehr 
zusagte, als die zuvor gebotene reine Cellulose; die meisten Pilze hatten 
den aus der Lésung herausragenden Teil des Filtrierpapiers schon nach 
dieser kurzen Zeit stark tiberwachsen. 

Nach einem Pilzwachstum von etwa 314 Monaten wurden alle Kul- 
turen auf den Grad ihrer Cellulosezerstérung vergleichend untersucht. 
Schon rein auBerlich fiel sofort ins Auge, daB in der schwicheren Nahr- 
lésung a eine ungleich stirkere Cellulosezersetzung stattgefunden hatte. 


1 Lésung a: KH,PO, 1,00 g; NH,NO, 1,00g; NaNO, 0,50 g; NaCl 0,05 g; dest. 
H,O 1000,00 g; px 5,7 E. 

Lésung b war die oben (S. 118, Anm. 2) angegebene, abgednderte CZAPEK- 
Dox-Lésung, die im Vergleich zu Lésung a einen viel hoheren Nahrstoffgehalt besitzt. 
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Hier waren die Pilze fast nur auf dem herausragenden Teil des Filtrier- 
papiers gewachsen, hatten diesen mit einer dicken Mycelschicht tber- 
zogen und in vielen Fallen auch zersetzt. Die Kulturen b zeigten dagegen 
wesentlich kriftigeres Pilzwachstum, das allerdings zum gréBten Teil 
auf der gehaltreichen Nahrlésung stattgefunden hatte, die anscheinend 
den Nihrstoffbedarf der Mikroorganismen fast vollkommen zu decken 
vermochte, so daB die Cellulose meist nur schwach angegriffen worden 
war. . 
Der Zersetzungsgrad der Cellulose lieB sich leicht durch mikro- 
skopische Untersuchung des bewachsenen Filtrierpapiers feststellen, 
Bei totalem Abbau konnte man iiberhaupt keine Faserfragmente mehr 
neben dem Hyphengeflecht erkennen; bei nicht ganz so starker Zerst6rung 
waren stellenweise nur noch wenige kleinste Bruchstiicke von den langen 
Cellulosefasern iibrig geblieben. Die Membranoberfliche der Fasern war 
durch die Zersetzung rillig geworden; schlieBlich verblieben in vielen 
Fallen nur noch kleine, aus lockeren Fibrillenbiindeln bestehende Stiick- 
chen (vgl. Abb. 2c). 

Mit Chlorzinkjod fand bei vollstandiger Zerst6rung tiberhaupt keine 
Farbung mehr statt, bei starkem Abbau farbten sich die Fibrillen der 
winzigen Faserfragmente rot und bei schwacher Zersetzung zeigten die 
Bruchstiicke der Cellulosefasern rotviolette Farbe. 

Diese mikroskopischen Untersuchungen zusammen mit den charakte- 
ristischen Chlorzinkjod-Farbungen gaben uns die Méglichkeit, die cellu- 
losezerst6renden Pilze nach ihrer Abbaustiirke einzuteilen. Neben den 
beiden Vergleichspilzen zeigten von den 20 untersuchten Hochmoor- 
pilzen in Lésung a 12 die Fahigkeit, Cellulose mehr oder weniger stark 
abzubauen; nach abnehmender Zerst6rungskraft ergeben sie folgende 
Reihenfolge: 461 (Sym)/a —> 501 (P)/a — 7215/a — 478 (Sym)/a > 
464 (Sym)/a — 482 (V)/a — 488b (Sym)/a — 5040 (V)/a + 5014 (Sym)/a 
—> 491 (Sym)/a — 7112/a — 4318¢ (Sym)/a — 4318b (Sym)/a — Rh 53 
(Sym)/a. 

Die Pilze 461 (Sym), 501 (P) und 7215 hatten die Cellulose vollkom- 
men aufgelést (auch keine Fiirbung mehr mit Chlorzinkjod). Den Abbau | 
bei 478 (Sym), 464 (Sym) und 482 (V) kénnte man auch noch als fast 
total bezeichnen, denn es waren nur noch ganz vereinzelt winzige Faser- 
bruchstiicke im Mikroskop zu finden. 

Wie schon erwiihnt, zeigten die Kulturen mit Lésung b einen bedeu- 
tend schwicheren Celluloseabbau, so daB von den 20 untersuchten Pil- 
zen. auBer den beiden Vergleichspilzen nur 5 zerstérende Fahigkeit be- 
saBen; sie wurden wieder nach abnehmender Starke geordnet: 7 112/b + 
501 (P)/b —> 7215/b > 478 (Sym)|/b > 464 (Sym)/b — 5040 (V)/b = 
482 (V)/b. Totale Zersetzung der Cellulose war hier nur durch 7112 und 
501 (P) erfolgt. 
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Zam Schlu& wurde die Abbaustirke der Cellulosezersetzer beider Lé- 
sungen noch einmal miteinander verglichen. Nachfolgende Ubersicht 
bringt die Reihenfolge nach abnehmendem Zersetzungsgrad: 461 (Sym)/a 
—> 501 (P)/a — 7112/b + 7215/a + 501 (P)/b > 478 (Sym)/a — 464 
(Sym)/a —> 482 (V)/a + 7215/b + 488b (Sym)|/a —> 5040 (V)/a + 5014 
(Sym)/a — 491 (Sym)/a + 478 (Sym)/b — 464 (Sym)/b — 5040 (V)/b > 
482 (V)/b > 7112/a — 4318 c (Sym)/a + 4318b (Sym)/a > Rh 53 (Sym)/a. 

pu-Messungen der Kulturlésungen a und b: Alle Messungen wurden 
elektrometrisch durchgefiihrt (O/a und O/b = sterile Vergleichskulturen 
von Lésung a und b): 

Ola, 5010 (Sym)/a, 484a (Sym)/a, 5021 (Sym)/a und 464 (Sym)/a er- 
gaben simtlich den Wert 5,7. Bei b waren die Werte: O/b: px 5,9; 
5010 (Sym)/b: px 6,7; £78 (Sym)/b: px 6,7; 4631 (M)/b: px 6,6 und 
482 (V)/b: px 6,5. 

Die konstante Erhéhung des pg- Wertes bei den Kulturen b wurde 
nicht etwa, wie man vermuten konnte, von den Cellulose-Abbauproduk- 
ten verursacht, sondern sicher allein durch das kraftige Pilzwachstum 
(Absterben von eiweiBhaltigem Mycel usw.) bedingt. Dies beweist allein 
schon die Tatsache, da neben den Cellulosezerstérern auch 5010 (Sym)/b 
den py-Wert von 5,9 auf 6,7 erhoht hatte. Dieser Pilz besaB in diesem 
Milieu nicht die geringste cellulosezerstorende Fahigkeit, war aber sehr - 
stark gewachsen. 

Dagegen war der py-Wert der Kulturen a, in denen ein kraftiger Cellu- 
loseabbau erfolgt war, vollig konstant geblieben; hier hatte nur sehr 
sparliches Pilzwachstum stattgefunden. 


3. Kinstlicher Celluloseabbau unter Nachahmung 
natirlicher Bedingungen. 


Auf Grund der Annahme, da8 vielleicht ein Vergleich der Pilzleistung 
auf natiirlichem Substrat besser der Wirklichkeit entsprechen und 
damit mehr Bedeutung besitzen koénnte, ersetzten wir bei unserer neuen 
Versuchsreihe die synthetische Nahrlosung durch feuchtes Sphagnum. 

Die nahrstoffreichen Sprofgipfel wurden vom Moos entfernt und mit dem 
iibrigen, voéllig griinen Material 100 cm? Ertenmeyer-Kolbchen knapp bis zur 
Halfte gefiillt. Nach griindlicher Durchfeuchtung der Sphagnum-Grundlage mit 
Wasser legten wir auf die geebnete Oberfliche ein kleines Filtrierpapierstreifchen 
(GréBe: 2,3 x 3,3 cm), das beim SterilisationsprozeB mit der dabei entstandenen 
Sphagnumiésung — die man einer sehr schwachen Nahrlosung von px 4,3 gleich- 
stellen kann — getrankt wurde. Sodann beimpften wir 2 Rander des feuchten 
Papierstreifens mit dem entsprechenden Pilz, so daB das Impfstiick halb auf dem 
Filtrierpapier und halb auf dem Moos zu liegen kam und sich der Pilz in beliebiger 
Richtung ausbreiten konnte. 

Schon nach kurzer Zeit konnten wir die auffillige Beobachtung 
machen, da® sich bei den meisten Kulturen der Pilz nur auf dem 
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Filtrierpapier ausgebreitet und hier ein kriéftiges Wachstum entwickelt _ 
hatte. Auch nach 4 Monaten hatte sich dieses charakteristische Aussehen 
nicht verindert. Die meisten Pilze waren nur auf dem Filtrierpapier ge- 
wachsen, hatten dieses mit einer dicken Mycelschicht tiberzogen und da- 
durch dessen Form deutlich von dem benachbarten Sphagnum abge- 
grenzt. Dieses Verhalten schien anzuzeigen, da die Pilze die dargebotene 
Cellulose noch zusatzlich als Nahrstoffquelle bendtigten. 

Von unseren Hochmoorpilzen hatten 4318c¢ (Sym), 461 (Sym), 464 
(Sym), 478 (Sym), 4714 (Sym), 501 (P) und 5010 (Sym) nur das Filtrier- 
papier bewachsen und dieses mit einer dicken Mycelschicht vollkommen 
iiberzogen; 4318b (Sym) und 5014 (Sym) waren noch ganz schwach auf 
das benachbarte Sphagnum iibergewachsen. 

Die Pilze 4886 (Sym) und 491 (Sym) zeigten zwar auch ein auf dem 
Papierstreifen beschrinktes, jedoch nur sehr spairliches Wachstum. Bei 
4719 (Sym) lieB sich ttberhaupt kein Pilzwachstum feststellen, doch 
hatten sich von den beiden Impfstellen ausgehend auf dem Filtrierpapier 
groBe, gelbbraun gefirbte Héfe gebildet, die etwa die Halfte des Papier- 
streifens ausmachten; dieser machte schon rein duBerlich betrachtet 
einen angegriffenen Eindruck. 

Dagegen hatten 4355 (M), 482 (V) und 5040 (V) die gesamte Ober- 
flache stark, Rh 53 (Sym) allerdings nur spirlich, ttberwachsen, wahrend 
sich 4631 (M) nur auf dem Sphagnum entwickelte. 

Den beiden Vergleichspilzen, die unter den gleichen Bedingungen kul- 
tiviert worden waren, sagte anscheinend das gebotene Milieu tiberhaupt 
nicht zu; sie gehdrten ja auch nicht den isolierten Hochmoorpilzen an, 
7215 (Chaetomium) zeigte ganz spirliches Wachstum auf der gesamten 
Oberflache, wahrend 7112 (Stysanus stemonites) sich tiberhaupt nicht 
entwickelt hatte. Beide Pilze, die sonst als starke Cellulosezerstérer be- 
kannt sind, vermochten unter den gebotenen Bedingungen die Cellulose 
tiberhaupt nicht anzugreifen. 

Unsere Hochmoorpilze (bei diesen Sphagnum-Kulturen mit s bezeich- 
net) zeigten dagegen unter den neu gewihlten, der Natur weitgehendst 
angepaBten Verhaltnissen zum groBen Teil eine stark ausgepriagte cellu-— 
losezersetzende Fiahigkeit. So konnten wir diesmal von den 20 unter- 
suchten Pilzen 15 als Cellulosezerstérer bezeichnen; sie werden nach- 
folgend mit abnehmender Zersetzungskraft angegeben: 461 (Sym)/s > 
478 (Sym)/s — 482 (V)/s — 501 (P)/s > 5040 (V)/s — 5010 (Sym)/s > 
464 (Sym)/s —> 4714 (Sym)/s — 4318¢ (Sym)/s + 4719 (Sym)/s > 
9014 (Sym)/s — 4318b (Sym)/s — 491 (Sym)/s > 488b (Sym)/s > 
Rh 53 (Sym)/s. 

Da der Abbau bei den einzelnen Pilzen sehr verschiedenartig statt- 
fand — die einen hatten das ganze Filtrierpapier gleichmaBig stark ab- 
gebaut, wahrend andere nur bestimmte Stellen angriffen und den Rest 
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unverandert lieBen —, seien darum diese 2 Gruppen nochmals getrennt 
nach ihrer Abbaustiirke geordnet. 

Folgende Pilze zerstérten das Filtrierpapier einheitlich stark: 461 
(Sym)/s — 478 (Sym)/s + 482 (V)/s -> 501 (P)/s > 5040 (V)/s > 
5010 (Sym)/s — 464 (Sym)/s > 5014 (Sym)/s. Nur bestimmte Stellen 
wurden von folgenden Pilzen zersetzt: 4714 (Sym)/s > 4318¢ (Sym)/s > 
4719 (Sym)/s —> 491 (Sym)/s + 4318b (Sym)/s —> 488b(Sym)/s > Rh 53 
lt Abb. 2 gibt das mikroskopische Bild zerstorter Cellulosefasern 
wieder. 


a@ Teil einer normalen Cellulosefaser. 


6 Zerstérte Cellulosefaser aus Kultur —>-_ s« eo PS — = S = 
488b (Sym). 


e Zerstérte Cellulosefaser aus Kultur ERE Con 
478 (Sym). i — 


d Zerstorte Cellulosefaser aus Kultur Zee 


5010 (Sym). & SF SSSSBNIG 


Abb. 2. Zerstérung der Cellulosefaser durch Pilze. 


Den AbschluB dieser Untersuchungen bildete ein Vergleich der Ab- 
baustarke, welche die Pilze einmal in der synthetischen Nahrlosung a 
und zum anderen unter Verwendung eines der Natur angepaBten Sub- 
strats gezeigt hatten: 

Unter naturahnlichen Verhiltnissen besaB nicht nur eine groBere 
Anzahl von Pilzen cellulosezerstérende Fahigkeiten, die meisten Mikro- 
organismen verursachten auch einen weitaus stirkeren Zersetzungsgrad ; 
dies war z. B. bei folgenden der Fall: 478 (Sym)/s, 482 (V)/s, 5040 (V)/s, 
4318¢ (Sym)|s, 4719 (Sym)/s, 5014 (Sym)/s, 4318b (Sym) /s. 

5010 (Sym)/s, 4714 (Sym)/s und 4719 (Sym)/s erwiesen sich tiberhaupt 
nur unter diesen Bedingungen als Cellulosezerstérer und hatten in der 
Nahrlésung die Cellulose gar nicht angegriffen. 

Bei 461 (Sym)/s, 464 (Sym)/s und Rh 53 (Sym)/s war eine Zerstorung 
von gleicher Starke erfolgt, waihrend die Pilze 501 (P)/s, 491 (Sym)/s 
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und 4886 (Sym)/s in Sphagnum-Kaultur das Filtrierpapier etwas schwiicher | 
zersetzt hatten. 

Die elektrometrischen pp-Messungen bei den 4 Monate alten Kul- 
turen fiihrten wieder zu dem gleichen Ergebnis, wie es schon bei den Nahr- 
losungsversuchen geschildert wurde: In allen pilzbewachsenen Kulturen 
war ein py-Anstieg erfolgt, ganz gleich, ob es sich um Cellulosezersetzer — 
handelte oder nicht: 0/s: pu 4,3; 7112/s: px 4,3 (keinPilzwachstum) ; 464 
(Sym)/s:pxH4,9 (Pilawachstum) ; 484a(Sym)/s:pxH4,9 (Pilzwachstum) ; 5010 
(Sym)/s: px 4,9 (Pilzwachstum); Rh 53 (Sym)/s: px 4,9 (Pilawachstum). 


b) Celluloseabbau durch aerobe Bakterien. 

Zur Untersuchung der aeroben Hochmoorbakterien auf ihre cellulosezersetzende — 

Fahigkeit lieBen wir sie einerseits in verschiedenen Nahrlésungen auf reine 

Cellulose und parallel dazu auf Filtrierpapier einwirken; andererseits wurden 

sie auf Celluloseagar kultiviert. Wieder wurden unsere 5 Bakterien-Reinkulturen 
einzeln und in ihrer Gesamtheit untersucht. 


1. Nahrlé6sung + reine Cellulose. 


Vorversuche bewiesen, das die bei den Pilzen beschriebene Lésung b auch fiir 
Bakterien brauchbar war, wenigstens zeigten diese darin ein sehr starkes Wachstum. 
In 100 cem*-ERLENMEYER-KGlbchen mit 60 ml Lésung b gaben wir 4 Streifen reine 
Cellulose (je 1,7 x 6 cm). Nach der Sterilisation wurde jede Kultur mit einer Bak- 
teriensorte beimpft und bei 30° C dem Wachstum iiberlassen. 

Schon nach 3 Wochen waren die Bakterien sehr stark gewachsen, sie 
hatten sich vor allem auf beiden Seiten der Cellulosestreifen in dicker 
Schicht angesiedelt. 

Danach konnte man fast annehmen, den Bakterien wiirde die Cellulose als Sub- 
strat besonders zusagen; andererseits war uns aber bekannt, daB sich Bakterien in 
einem fliissigen Milieu immer mit Vorliebe auf einem anwesenden festeren K6érper 
festsetzen und diesen formlich tapezieren wiirden (WrNoGRADSKY, 1949). 

Nach etwa 7 Monaten Kulturdauer hatten die Mikroorganismen die 
Cellulose nicht im geringsten angegriffen. Die Streifen sahen noch voll- 
kommen unverandert aus; auch mikroskopische Untersuchung und 
Chlorzinkjod-Farbung fiihrten zu der Feststellung, da bei allen Kul- 
turen kein Celluloseabbau stattgefunden hatte. 


2. Nihrlésung + Filtrierpapier. 

Bei einem weiteren Versuch verwendeten wir einmal die nahrstoffarme Lésung a, 
in der bei den Pilzen eine starke Cellulosezersetzung stattgefunden hatte, und da- 
neben nochmals Lésung b. Die Kulturen wurden wieder in der gleichen Art an- 
gesetzt, nur diente diesmal Filtrierpapier Nr. 597 von Schleicher und Schiill als 
Cellulosequelle. In beide Nahrlésungen impften wir zunachst jedes Bakterium ein- 
zeln und daneben wieder alle 5 Arten zusammen in das gleiche Kélbchen, um auch 
ihre Gesamtwirkung zu untersuchen. 

Nach etwa 6 Monaten waren die Bakterien bei einer konstanten Tem- 
peratur von 30° C nur in Lésung b sehr stark gewachsen und hatten sich 


wieder in dicker Schicht auf dem Filtrierpapier angesiedelt, wahrend 
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sie sich in Lésung a iiberhaupt nicht entwickelt hatten. Die Filtrier- 
papierstreifen waren bei beiden Kulturen absolut unverandert. 


3. Celluloseagar. 


Die Anwendung eines Celluloseagars zur Priifung von Bakterien auf cellulose- 
zerstorende Higenschaft ist in der Literatur immer wieder beschrieben worden 
(KELLERMANN u. Mc Bern, 1912; Léunis, 1935; WInoGRADSRY, 1949 u. a.). Nach 
WinoGRabsky soll iiberhaupt festes Substrat fiir aerobe Bakterienkulturen von 
groBem Vorteil sein, da diesen Organismen auf einer Agaroberfliche reichlicher 
Sauerstoff zur Verfiigung steht, als es innerhalb einer Lésung der Fall sein kann. 

Zur Herstellung des Celluloseagars wahlten wir mit geringer Abanderung die von 
WInoGRADSKY (1949) angegebene Vorschrift : 

Lésung I: KH,PO, 1,00 g; MgSO, 0,50 g; NaCl 0,50 g; FeSO, 0,01 g; MnSO, 
0,01 g; dest. H,O 200,00 g.— Lésung II: NaNO, 0,20 g; CaCO, 0,10 g; Lésung I 
10,00 g; dest. H,O 30,00 g.— Lésung III: NaNO, 0,10 g; (NH,),SO, 0,10 g; CaCO, 
0,10 g; Losung I 10,00 g; dest. H,O 30,00 g. — Lésung IV: 2%ige Sphagnum- 
Abkochung. 

Mit Hilfe von K,CO;-Lésung wurden die Nahrlésungen auf einen bestimmten 
pu-Wert eingestellt: Losung II: pq 6,0 und px 7,2; Lisung III: px 6,0 und px 7,2; 
Lésung IV: px 5,0. 

Obwohl wir es bei unseren Versuchen mit Bakterien zu tun hatten, die in der 
Natur in einem stark sauren Bereich leben, wahlten wir diesmal zum Vergleich auch 
eine Nahrlosung von py 7,2, weil die Bakterien im Boden nur im neutralen oder 
schwach alkalischen Milieu zur Cellulosezersetzung befahigt sind. 

Zur Herstellung einer emulsionsartigen Celluloseaufschwemmung bereite- 
ten wir uns zunachst eine Hydrocellulose nach Aimé GIRARD (ABDERHALDEN, 1935), 
die nach Ansicht von WrNnoGRADSKY der echten Cellulose niher kommt, als das 
Prazipitat von KELLERMANN (KELLERMANN u. McBeru, 1912). Die gewonnene Hy- 
drocellulose war sehr briichig und lie sich leicht mit einem Morser zusammen mit 
der jeweiligen Nahrlésung zu einer milchigen Fliissigkeit zerreiben, die auf einen 
Cellulosegehalt von 1% gebracht, dann zusammen mit Agar (1%) sterilisiert und in 
PrTri-Schalen ausgegossen wurde. 

Diese Platten beimpften wir wieder mit allen Bakterien zusammen, die zuvor in 
der Lésung b, welche als Kohlenstoffquelle viele kleine Filtrierpapiersttickchen ent- 
hielt, kultiviert worden waren. Diese mit Bakterien dicht bewachsenen Papier- 
stiickchen dienten als Impfmaterial und wurden fest auf die Oberflaiche des Cellu- 
loseagars angedriickt. Die Schalen stellten wir bei 30° C auf. 


Nach einigen Monaten zeigten die auf px 7,2 eingestellten Kulturen 
das stiirkste, alle tibrigen ein schwacheres, aber deutlich erkennbares 
Bakterienwachstum. Eine Cellulosezersetzung, welche eine Aufhellungs- 
zone rings um die Impfstiicke zur Folge gehabt hatte, konnten wir auf 
keiner Celluloseagarplatte feststellen, folglich waren die Hochmoorbak- 
terien selbst bei giinstigsten Sauerstoffverhaltnissen und hoherem px- 
Wert nicht zum Celluloseabbau befahigt. 

Die Priifungen der aus einem Hochmoor isolierten Pilze und aeroben 
Bakterien auf cellulosezersetzende Fahigkeiten fiihrten zu folgenden 
2 wichtigen Ergebnissen: 

a) Fiir den Celluloseabbau in den obersten, sauerstoffhaltigen Hoch- 
moorschichten sind allem Anschein nach zum gréBten Teil die Pilze 
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verantwortlich zu machen. Diese Annahme findet man auch von 
anderen Autoren 6fters bestitigt, die zam Teil von einem Fehlen cellu- 
losezersetzender Bakterien im Hochmoor berichten (CHRISTENSEN, 1913 
und 1915; DaszewsKa, 1911/12; Nreruammmr, 1944/45). Das Uber- 
wiegen der Pilztatigkeit in diesen Schichten mag vielleicht auch mit 
durch den hohen Séuregrad, der fiir das Hochmoor charakteristisch ist, 
bedingt sein, wahrend die aeroben Bakterien meist nur in einem an- 
nihernd neutralen Milieu wirksam sein kénnen. Dagegen liegen unter 
anaeroben Bedingungen die Verhialtnisse anders, hier weisen die Humus- 
béden eine viel gr6Bere Pufferwirkung auf, als unter aeroben Bedingun- 
gen und erméglichen dadurch eine optimale Bakterientatigkeit (Hwane 
u. Frank, 1938/39). 

b) Als auffallige Erscheinung mu8 weiter erwihnt werden, da unter 
sonst gleichen Bedingungen das Filtrierpapier von weitaus mehr Pilzen 
angegriffen und auch immer wesentlich stirker abgebaut wurde, als das 
bei reiner Cellulose der Fall war. Dies mag in der Tatsache begriindet 
sein, da nach verschiedensten Literaturangaben (DaszewsKa, 1911/12; 
HotiAnpeEr, 1932; Wrnoarapsky, 1949) Filtrierpapier stets noch einen 
Gehalt an Oxy- und Hemicellulose aufweist, die beide leichter hydroly- 
sierbar sind, als reine Cellulose. 


It. Sphagnum-Abbau. 


Aus dem Schrifttum geht immer wieder hervor, da in der Natur vor allem die 
Sphagnum-Staimmchen dem Abbau unterliegen, wahrend die zarten Blattchen 
meist noch im Torf anzutreffen sind. Aus diesem Grunde interessiert uns im Zu- 
sammenhang mit dem Sphagnum-Abbau vor allem die Anatomie der Sphagnum- 
Staémmchen sowie die Beschaffenheit ihrer Zellmembranen: 

Die Sphagnum-Stimmchen, deren Rinde aus einigen Schichten toter, leerer Zel- 
len besteht, besitzen keinen Zentralstrang; seine Stelle nimmt ein diinnwandiges, 
farbloses Mark ein, dessen Zellen nach auSen zu an GréBe abnehmen, wiahrend sich 
die Zellwande in dieser Richtung betrachtlich verstirken. Ohne scharfe Grenze 
geht so das parenchymatische Mark in einen aus prosenchymatischen Zellen be- 
stehenden Zentralzylinder tiber. Dieser wird gelegentlich auch als ,,Holzzylinder‘ 
bezeichnet, in Wirklichkeit kommen aber verholzte Zellwinde bei Laubmoosen 
nicht vor (ENauER, 1924), 

Nach Binnrnea (1927) bestehen die Primairmembranen der Sphagnen aus Cellu- 
lose, in welche Pectinstoffe eingelagert sind. Im Zentralkérper der Stammchen er- 
fahren diese Membranen oft noch eine starke sekundare Verdickung; sie sind durch 
einen besonders hohen Pectingehalt ausgezeichnet. Auf der Primarmembran liegt 
beiderseitig mindestens 1 Cellulosemembran. 

In der Regel erhalt man bei Sphagnum, wie tiberhaupt bei allen Muscineen, mit 
Chlorzinkjod keine direkte Cellulosereaktion der Zellwande; eine Violettfarbung ist 
erst nach vorhergehendem Kochen mit NaOH oder nach 24stiindiger Behandlung 
mit Kau de Javelle usw. zu erreichen. Durch diese Vorbehandlung wird ein phenol- 
artiger Kérper, das ,,Sphagnol*, herausgelést. Nach Ansicht von CzaPEK ( 1899) 
scheint das Sphagnol chemisch an die Cellulose der Zellwinde gebunden zu sein 
und als ein Sphagnolcelluloseither vorzuliegen; ferner soll dieser Phenol- 
kérper die Eigenschaft eines Schutzstoffes mit antiseptischer Wirkung be- 
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sitzen. Das Sphagnol befindet sich in den Primar- und in den Cellulosemembranen 
in gleicher Menge, auferdem ist eine reichliche Einlagerung an der Grenze zweier 
Lamellen zu beobachten (BUNNING, 1927). 


a) Sphagnum-Abbau in der Natur. 


Um in Erfahrung zu bringen, in welcher Weise und bis zu welchem Grad die 
Sphagnen in den einzelnen Hochmoorschichten selbst einen Abbau erleiden, unter- 
suchten wir die etwa 9—11 cm unter dem 
lebenden Sphagnum liegenden, noch sauer- 
stoffhaltigen Schichten verschiedenerStand- 
orte (Sossauer Filz) und isolierten daraus 
Bruchstiicke ehemaliger Sphagnum-Stamm- 
chen. Diese urspriinglich etwas briichigen 
Staémmcehenteile wurden in eine Gelatine- 
losung eingebettet und lieferten dann unter 
Anwendung eines Gefriermikrotoms sehr 
diinne, unbeschiadigte Langs- und Quer- 
schnitte, die im Mikroskop eine deutliche 
Zersetzung zeigten. Bei allen untersuchten 
Stammchenteilen waren die Zellen inner- 
halb des Zentralzylinders zum gréBten Teil 
und meist sogar vollig herausgelést, was 
wahrscheinlich auf eine vorausgegangene 4; 3. Querschnitt durch 


Sphagnum- 


Zersetzung der Zellwande im parenchyma- Stiimmehen aus 9—11 cm Tiefe (unter na- 
tischen Mark zuriickzuftihren ist (siehe tiirlichen Verhaltnissen angegriffen). 
Abb. 3) Vergr. 90 mal. 


Einen starkeren Abbau konnten wir 
auch in etwa 1,25 m Tiefe kaum feststellen. Diese Schicht bestand allerdings nicht 
wie die obere aus mehr oder weniger zersetzten, aber noch erkennbaren Pflanzen- 
teilen, sondern aus einer feinkérnigen Torfmasse, so daf zur Erkennung der Spha- 
gnum-Reste direkte Schnitte 
durch die gesamte Torfflache 
notwendig waren. 

Die zu untersuchende Torf- 
masse wurde vorsichtig ohne 
Druck in kleine Wiirfel von 
etwa 1 cm Kantenlange zer- 
teilt und diese, um den Zer- 
fall innerhalb einer Fliissig- 
keit zu verhindern, in Ver- 
bandmull eingenaht. Nach 
Heraussaugen der Luft lieBen 
wir auf die Torfstiickchen bei 
30—35° C eine 5% ige und da- 
nach noch 4 Tage lang eine 
10% ige Gelatinelosung ein- 
wirken und gossen dann die 
Wiirfelchen zusammen mit der 
letzten Lésung in eine Schale 
aus. Nach dem Erstarren 
(am besten im Hisschrank) 
die mit Gelatine 

9 


Abb.4.Schnitt durchSphagnum aus 1,25 m Tiefe.Vergr. 90 mal. lieBen sich 
Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 20. 
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zusammengehaltenen Torfstiickchen nach dem Ablésen der Mullhiille mit Hilfe eines 
Gefriermikrotoms gut quer und langs zu 20 dicken, quadratischen Schnitten 
schneiden, die im Mikroskop neben einigen anderen Pflanzenresten vor allem Quer- 
und Lingsschnitte von Sphagnum-Teilen zeigten; die Blattchen machten noch einen 
vollig unzerstérten Eindruck, wahrend bei den Staémmchen die Zellen innerhalb des 
Zentralzylinders herausgelést waren (siche Abb. 4). Auch alle beliebigen Farbreak- 
tionen lassen sich mit diesen Torfschnitten durchfiihren, wenn man sie zuvor auf 
Objekttrager aufklebt und die Gelatine vollkommen herauslést. 

Nachdem uns nun Schnitte von im Hochmoor zerstértem Sphagnum als Ver- 
gleichsmaterial zur Verfiigung standen, konnten wir uns der eigentlichen Unter- 
suchung unserer isolierten Pilze und aeroben Bakterien zuwenden. 


b) Sphagnum-Abbau durch Pilze. 


Schon die 2 vorangegangenen Kapitel haben gezeigt, da die verwendeten Mikro- 
organismen zum groBten Teil die Fahigkeit besitzen, Pectin und Cellulose mehr oder 
weniger stark abzubauen; dies lieB vermuten, daB sie auch die in der Hauptsache 
aus Pectin und Cellulose bestehenden Zellmembranen der Sphagnen mittels ihrer 
Fermente weitgehendst zerstéren wiirden. Da in der Natur fast ausschlieBlich die 
Sphagnum-Stimmchen eine Zersetzung erleiden, lieBen wir unsere in vitro zu unter- 
suchenden Mikroorganismen direkt auf sehr diinne (40 ~) Stammchen- Querschnitte 
von Sphagnum palustre einwirken, und zwar in 100 cm’-ERLENMEYER-KGlbchen, die 
knapp bis zur Halfte mit griinem Sphagnum gefiillt wurden. Nachdem die zu unter- 
suchenden Schnitte vorsichtig auf ein kleines Filtrierpapierstreifchen gebracht wor- 
den waren, legten wir dieses auf die geglittete Sphagnwm-Oberflache und durch- 
feuchteten das Moos so stark, daB das Wasser im Ké6lbchen bis fast zum Filtrier- 
papier reichte. Die mit Fliissigkeit reichlich gesattigte Grundlage sollte ein Aus- 
trocknen des Filtrierpapiers und damit vor allem der Schnitte verhindern. Nach der 
Sterilisation wurden 2 Rander des Papierstreifens mit dem jeweiligen Pilz beimpft. 
der in den meisten Fallen alsbald das ganze Filtrierpapier mit einer dicken Mycel- 
decke iiberzog und damit noch weiter dazu beitrug, die Schnitte vor dem Aus- 
trocknen zu bewahren. Als einzige Nahrung stand den Mikroorganismen nur die 
Sphagnum-Grundlage, sowie das mit Sphagnum-Extrakt getrankte Filtrierpapier 
zur Verfiigung. Trotzdem entwickelten die Pilze ein auBerordentlich gutes Wachs- 
tum, vor allem auf dem Filtrierpapier, so daB die zu untersuchenden Schnitte direkt 
ihrem eventuellen Angriff ausgesetzt waren. 

Nachdem die Sphagnum-Schnitte etwa 1 Jahr bei Zimmertemperatur der Pilz- 
einwirkung tiberlassen worden waren, listen wir sie unter dem Binokular vorsichtig 
von der Unterlage, mit der sie meist fest verbunden waren, ab, befreiten sie vom 
anhaftenden Pilzmycel und mikroskopierten sie. 

Da das Pectin mit Rutheniumrot eine intensive Rotfarbung ergibt, wahlten’ 
wir diesen Farbstoff zum Nachweis fiir noch vorhandenes Pectin in den Sphagnum- 
Membranen; Chlorzinkjod zeigte uns nach 24stiindiger Vorbehandlung mit Eau 
de Javelle die Cellulose an. 


Uberraschenderweise hatten die Mikroorganismen trotz ihrem starken 
Wachstum in den meisten Fillen das Sphagnum nur unbedeutend oder 
oft tiberhaupt nicht angegriffen. 

Als einziger von den 20 untersuchten Pilzen vermochte nur 5010 
(Sym) das Sphagnum derart intensiv abzubauen, da® der erreichte Zer- 
setzungsgrad annahernd dem in der Natur beobachteten gleichkam. Der 
Pilz hatte den gesamten Papierstreifen mit seinem braunen Mycel dick 
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uberwachsen, das Filtrierpapier weitgehendst zerstort, aber auch die 
Sphagnum-Schnitte stark angegriffen. Bei einigen Schnitten war der Ab- 
bau so weit fortgeschritten, da sie nur noch aus dem Zentralzylinder 
bestanden, wihrend alle innerhalb von diesem liegenden Zellen (= Mark) 
fast vollkommen herausgelést waren (Abb. 5). Aber auch die ubrigen 
Schnitte zeigten im Mark nur noch letzte Reste ehemaliger Zellwande. 
Diese waren hauchdiinn geworden und soweit abgebaut, da® an vielen 
Stellen schon ein Auseinanderweichen der deformierten Zellen zu beob- 
achten war. Mit Rutheniumrot erfolgte oft gar keine oder nur noch eine 


Abb. 5. Abbauim Sphagnum-Stimmehen durch den Pilz 5010 (Sym). Vergr. 90 mal. 


sehr schwache Farbung. Auch mit Chlorzinkjod zeigten die wbriggeblie- 
benen Membranen nach der tblichen Eau de Javelle-Behandlung bei 
einigen Schnitten iiberhaupt keine Cellulosefarbung mehr, bei anderen 
wurde diese nur noch durch einen schwach violetten Schimmer angedeutet. 


EKinige andere Kulturen wiesen einen wesentlich schwacheren, aber 
doch noch deutlich erkennbaren Sphagnum-Abbau auf; sie seien zu- 
nachst einmal nach abnehmendem Zersetzungsgrad geordnet aufgefihrt : 
4318¢ (Sym) — 478 (Sym) — 4719 (Sym) — Rh 53 (Sym) — 5021 (Sym). 

Der Pilz 4378c¢ (Sym) hatte nur das Filtrierpapier mit einer dicken 
grauen Mycelschicht iiberzogen und dieses stark zersetzt. Auch die 
Sphagnum-Schnitte lieBen eine beginnende Zerst6rung deutlich erken- 
nen. Vor allem hatte das Pectin eine Veranderung erfahren, denn bei der 
Behandlung mit Rutheniumrot zeigten die Membranen nicht die charak- 
teristische Rotfarbung, sondern waren schwach lachsfarbig getont. Auch 
die Zellwinde im Mark erschienen stark angegriffen; sie waren sehr diinn 
geworden und wichen an einigen Stellen auseinander. Da nach einer Kau 
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de Javelle-Behandlung mit Chlorzinkjod nur noch eine ganz schwache 
Violettfiirbung der Membranen erfolgte, hatte also auch die Cellulose in 
den Schnitten eine Zersetzung erlitten. 

Obwohl sich bei diesem Pilz mit Hilfe unserer angewandten GAUMANN: 
Methode keine exocellulare Pectinase nachweisen lieB, scheint also 
41318¢ (Sym) — wie auch 4719 (Sym) — in der Natur doch zum 
Pectinabbau befahigt zu sein. Wir hatten namlich zum Nachweis von 
Pectinzersetzung zusammen mit Sphagnum-Schnitten auch Schnitte 
einer Molinia-Pfeife dem Pilzangriff ausgesetzt; diese besitzt nur ver- 
einzelte pectinhaltige Zellwande im Siebteil. Wie wir mit Enzymprapa- 
raten feststellen konnten, laBt sich diese geringe Pectinmenge sehr leicht 
herauslésen; es bleibt dann die Farbung mit Rutheniumrot aus. Auch 
nach Einwirkung der beiden Pilze 4318c und 4719 war das Pectin aus 
den Molinia-Schnitten herausgelost, so daB diese mit Rutheniumrot keine 
Farbung mehr zeigten. Unter den gegebenen Bedingungen waren auch 
diese 2 Mikroorganismen in der Lage, Pectin in pflanzlichen Membranen 
zu zersetzen, wie sie es auch in geringem Mabe bei den pectinreichen 
Sphagnum-Schnitten bewiesen hatten. 

Auch der Pilz 478 (Sym) hatte sich nur auf dem Papierstreifen aus- 
gebreitet und diesen mit einer dicken grauen Mycelschicht tiberzogen. 
Wahrend das Filtrierpapier durch die Pilzeinwirkung total zersetzt war, 
lieB sich bei den Sphagnum-Schnitten nur der Beginn einer Zerstérung 
feststellen. Die innerhalb des Zentralzylinders gelegenen Zellmembranen 
waren deutlich dinner geworden und mit Rutheniumrot zeigte sich nur 
noch eine schwache Rosa-Farbung, so dai wohl beide Erscheinungen 
auf einen stattgefundenen Pectinabbau zuriickzufiihren sind. — Auch 
die Cellulosereaktion war nach tiblicher Vorbehandlung etwas schwacher 
als gewohnlich, jedoch trat noch eine deutliche Violettfirbung der Mem- 
branen ein. 

Auch bei der Kultur 4719 (Sym) hatte wieder das schwache Pilzwachs- 
tum ausschlieBlich auf dem Filtrierpapier stattgefunden, dieses zeigte 
graue und braune fleckige Verfairbungen und im Mikroskop eine starke 
Zersetzung der Cellulosefasern. Aber auch die der Pilzeinwirkung aus- 
gesetzten Sphagnum-Schnitte lieBen eine schwache Zerstérung erkennen. 
Thre Membranen im Mark, welche mit Rutheniumrot nur noch 
schwache Rotfairbung ergaben, hatten an Starke wesentlich verloren und 
verursachten dadurch eine leichte Deformierung mancher Zellen. Es war 
anscheinend — wie bereits oben ausgefiihrt —ein schwacher Pectinabbau 
erfolgt. Nach Vorbehandlung mit Eau de Javelle wurden die Zellwinde 
durch Chlorzinkjod noch deutlich violett gefirbt. 

Die Kultur Rh 53 (Sym) zeigte sowohl auf der Sphagnum-Oberfliche 
als auch auf dem Filtrierpapier Pilzwachstum. Das Filtrierpapier hatte 
stellenweise eine hellbraune Verfiirbung und eine teilweise Zersetzung 
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seiner Cellulosefasern erlitten. Die Sphagnum-Schnitte zeigten den Be- 
ginn von Zersetzung; die Zellmembranen im Mark waren allgemein 
etwas dinner geworden und wichen an einigen Stellen ein wenig ausein- 
ander, farbten sich aber mit Rutheniumrot noch unverindert. Auch 
Chlorzinkjod verursachte nach der iiblichen Vorbehandlung noch deut- 
liche Violettfairbung. 

Die Kultur 5021 (Sym) hatte sehr schwaches Pilzwachstum an den 
Impfstellen aufzuweisen, das Filtrierpapier zeigte einige hellbraune 
Flecken, seine Cellulosefasern waren aber vollig unzerstért. Auch die 
Sphagnum-Schnitte konnte man kaum als angegriffen bezeichnen, nur 
die Zellmembranen erschienen etwas diinner. Doch trat mit Ruthenium- 
rot und Chlorzinkjod die unverinderte Pectin- bzw. Cellulosefarbung ein. 

Alle tibrigen Pilze waren unter den gegebenen Verhaltnissen nicht in 
der Lage, die Sphagnum-Schnitte irgendwie zu veraindern, obwohl sie 
in den meisten Fallen ein dickes Hyphengeflecht tiber diese ausgebreitet 
hatten. 

Da es uns fast unglaublich erschien, daB selbst die Penicillien als 
starkste Pectin- und Cellulosezerstérer keinen zersetzenden Einflu® auf 
Sphagnum ausiibten, lieBen wir einen Vertreter von ihnen — 501 (P) — 
nochmals in einer nahrstoffhaltigen Kulturlosung auf Sphagnum-Schnitte 
einwirken. Doch das neue Ergebnis fiel gleich allen vorhergehenden 
wieder vollig negativ aus. So vertiefte sich der vorher gewonnene Hindruck 
noch mehr, daB hauptsichlich den Symbionten die Aufgabe des Sphag- 
num-Abbaus zukommt, wiihrend sich die Penicillien und Verticillien 
wahrscheinlich vollkommen passiv dabei verhalten. 

Nach Untersuchung der einzelnen Pilze auf ihre sphagnumzersetzende 
Fahigkeit, sollte nun noch das Zusammenwirken aller Pilze tiber- 
prift werden. 


Diese Versuche lieBen sich natiirlich nicht auf Filtrierpapier ausfiihren, da nicht 
jede Stelle und damit jeder Schnitt gleich stark von allen Organismen beeinflubt 
worden ware; hierfiir waren Nahrlésungskulturen vorteilhafter. Wir verwendeten 
wieder die nahrstoffarme OMELIANSKI-Lésung (a), sowie die peptonhaltige Losung b 
und lieBen in beiden alle Pilze zusammen — auBer 5010 (Sym), der uns schon als 
starker Sphagnum-Zerstérer bekannt war — auf diinne Querschnitte von Sphag- 
num-Stammchen bei Zimmertemperatur einwirken. 

Neben den Schnitten setzten wir den Kulturen noch zahlreiche, in kleine Stiick- 
chen zerteilte Sphagnum-Stammchen zu; die Anwesenheit von Pectin und Cellulose 
natiirlicher Herkunft sollte die Pilze zu einer starkeren Enzymproduktion anregen. 

Nach einigen Monaten zeigte die gehaltreiche Losung b sehr starkes 
Pilzwachstum, und zwar hauptsichlich auf der Flissigkeitsoberflache, 
wahrend sich die Pilze bei den nahrstoffarmen Kulturen nur sehr schwach 
im Innern der Lésung entwickelt und vor allem um die Sphagnum-An- 
teile herum angesiedelt hatten. Die Schnitte waren meist von Hyphen- 


geflecht umschlossen. 
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Wie wir es fast voraussehen konnten, hatten die Sphagnum-Schnitte 
nur in der schwachen Nihrlosung a eine leichte, aber deutlich wahrnehm- 
bare Zersetzung erfahren. Hier waren die Zellmembranen im Mark auf- 
fallend diinner geworden, sie wichen an vielen Stellen auseinander und 


zeigten mit Rutheniumrot nur noch eine schwache Rotfarbung. Aller-_ 


dings war der Abbau noch nicht bis zu einer Deformierung der Zellen 
fortgeschritten. Mit Chlorzinkjod erfolgte bei den diinnen Membranen 
nach der iiblichen Vorbehandlung eine violette, jedoch wesentlich ab- 
geschwachte Cellulosefarbung. 

Es hatte also unter den gegebenen Bedingungen zwar ein deutlich er- 
kennbarer Sphagnum-Abbau stattgefunden, doch fiihrte auch das Zu- 
sammenwirken der gewahlten 19 Pilze noch nicht zu einem naturahn- 
lichen Zersetzungsgrad. 


c) Sphagnum-Abbau durch aerobe Bakterien. 


Die Bakterien lieBen wir in fliissigen Kulturen auf diinne Sphagnum-Schnitte 
einwirken, und zwar verwendeten wir zunachst eine peptonhaltige Sphagnwm-Ab- 
kochung, die den Organismen ein der Natur angepaBtes Milieu bieten sollte. Zuerst 
wurde jedes Bakterium einzeln auf seine sphagnumzersetzende Wirkung untersucht. 
Das Bakterienwachstum erfolgte bei 30° C; es war nicht sehr stark, hatte aber doch 
eine deutliche Triibung der Lésung zur Folge. 

Nach etwa 1 Jahr machten wir beiallen Bakterienkulturen nach Farbun- 
gen mit Rutheniumrot und Chlorzinkjod die eindeutige Feststellung, daB 
die Sphagnum-Schnitte nicht die geringste Veranderung aufwiesen. 

Darauf priiften wir noch die Einwirkung der Bakterien im einzelnen 
und in ihrer Gesamtheit auf Sphagnum-Schnitte in einer véllig anderen 
Nahrlésung (peptonhaltige CzaprK-Dox-Lésung, siehe Lésung b). In 
dem neugewihlten Milieu entwickelten zwar die Organismen bei 30° C 
ein wesentlich kraftigeres Wachstum, doch hatten trotzdem die Schnitte 
nach | jahriger Kulturdauer ihr unverindertes Aussehen beibehalten. 


d) Kiinstlicher Sphagnum-Abbau durch reine 
Enzymlésungen. 

Neben der Einwirkung der gesamten, von Mikroorganismen frisch 
produzierten Enzyme auf Sphagnum untersuchten wir auch das Aus- 
sehen der Schnitte nach Behandlung mit einer im Handel erhialtlichen Pec- 
tinase und Cellulase, um festzustellen, ob die Wirkung dieser 2 reinen Fer- 
mente allein eine Auflésung der Sphagnum-Membranen herbeifiihren kann. 


1. Pectinase-Lésung. 
Zunachst behandelten wir diinne Querschnitte von Sphagnum-Stiimm- 
chen nur mit reiner Pectinase, und zwar mit ,, Filtragol‘‘ von Bayer. 


Die wirksamste Konzentration stellten wir in einem Vorversuch unter Anwen- 
dung eines Viscosimeters fest. Kine 1% ige Filtragol-Lésung vermochte das Pectin 


Der Pectin- und Cellulose-Abbau im Hochmoor. 133 


am intensivsten zu spalten; deshalb fiihrten wir alle folgenden Versuche mit dieser 
Konzentration durch. Die Pectinase-Lésung wurde mit Hilfe eines Bakterienfilters 
keimfrei gemacht, und dann lieBen wir sie bei 30° C auf die in ein wenig Wasser 
sterilisierten Schnitte einwirken. Nach einigen Tagen verliert bekanntlich die 
Enzymlésung ihre Wirksamkeit, wir dekantierten diese infolgedessen vorsichtig 
von den Schnitten und ersetzten sie durch frisch bereitete Filtragol-Lésung. 

Dieses Verfahren wiederholten wir 18mal, fairbten die Schnitte dann 
zusammen mit unbehandelten Vergleichsschnitten mit Rutheniumrot 
und fanden, daB eine Pectinauflésung kaum oder gar nicht stattgefunden 
hatte; die Zellwiande erschienen noch ziemlich dick und zeigten mit 
Rutheniumrot eine deutliche Farbung, ein Beweis dafiir, daB noch reich- 
lich Pectin in den Membranen vorhanden war. Dieses Ergebnis war in- 
sofern nicht sehr iiberraschend, als bekannt ist, da& in den Membranen 
das Pectin in der Cellulose eingebettet liegt (Binnrne, 1927) und wahr- 
scheinlich von letzterer so fest umschlossen wird, daB es einem Angriff 
nur schwer zuganglich ist. 


2. Cellulase-Losung. 


In einem Parallelversuch behandelten wir die sterilen Sphagnum- 
Schnitte bei 30°C abwechselnd mit einer Pectinase- und Cellulase-Lésung. 
Die Cellulaseloésung stellte eine 5%ige Luiz ym-Loésung dar. Nachdem die beiden 
Fermente getrennt auf die Schnitte eingewirkt hatten, priiften wir diese wieder 
zusammen mit dem Vergleichsmaterial. 

Die Ergebnisse bestatigten in geringem Mae unsere Erwartungen, 
denn die mit beiden Enzymen behandelten Schnitte lieBen nun doch 
einige Verdénderungen erkennen. Die Zellmembranen hatten wesentlich 
an Starke eingebiiBt, was groBtenteils eine Deformierung der Zellen mit 
sich brachte; an manchen Stellen wichen sogar die Zellwande etwas aus- 
einander. Mit Rutheniumrot erfolgte zwar eine wesentlich schwachere, 
aber dennoch deutlich erkennbare Farbung, die auf einen noch vorhan- 
denen Pectingehalt hinwies. 

Alle in diesem Kapitel beschriebenen Versuche fiihrten also zu dem 
Ergebnis, daB 

a) unter den gewahlten Bedingungen allein die Pilze — und zwar 
nur einige Symbionten — dazu befahigt sind, sichtbare Zerstorungen 
in den Sphagnum-Membranen hervorzurufen, 

b) Pectinase allein nicht in der Lage ist, das Pectin aus den Mem- 
branen herauszulésen; dieses mu8 zuvor von der mit ihm verbundenen 
Cellulose abgetrennt und freigelegt werden. 


SchluBbetrachtung. 
Das Ergebnis, daB die Sphagnum-Membranen, die doch zum groBten 
Teil aus Pectin und Cellulose zusammengesetzt sind, sich nicht durch 
die enzymatische Wirkung von reiner Pectinase und Cellulase zer- 
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setzen lassen, mag im ersten Moment fast unglaublich erscheinen. Selbst 
viele Pilze, die nachgewiesenermaBen sowohl die Cellulose des Filtrier- 
papiers, als auch das gebotene Pectin vollstindig abzubauen vermoch- 
ten, iibten meist keinen oder nur einen ganz minimal zerstérenden Ein- 
fluB auf Sphagnum aus. Beschaftigt man sich jedoch einmal mit dieser 
Frage eingehender, so kann man in der Literatur viele Aufzeichnungen 
finden, die einen Weg weisen, dieses ratselhafte Verhalten der Mikro- 
organismen zu erklaren. 

Einen wesentlichen Beitrag leistet hierzu die interessante Tatsache, 
da& die Erreger der Cellulosegirung aeroben und anaeroben Charakters 
die Cellulose viel energischer abbauen, oder iiberhaupt erst dazu befahigt 
werden, wenn sie nicht in Reinkultur, sondern in Gruppen mit ,, Be- 
gleitmikroben‘‘ auftreten, die meist selbst keine cellulosezersetzende 
Wirkung besitzen (Rox1TzKa, 1949). GUTGISSER (1939) glaubt dieses Zu- 
sammenwirken mit der Annahme begriinden zu kénnen, daB die von dem 
cellulosezerstérenden Bakterium gebildeten Stoffwechselprodukte, welche 
wahrscheinlich auf dieses eine hemmende Wirkung ausiiben, von den 
Begleitbakterien weiterverarbeitet und damit unschadlich gemacht 
werden. 

Es k6énnen aber auch Bakterien auf Pilze oder verschiedene Pilze 
gegenseitig einen begiinstigenden Hinflu8 ausiiben. 

Hierzu berichtet z. B. WaxksMAN (WAKSMAN u. Hutcutnes, 1937/38), 
daB Pilze, die als gute Cellulosezersetzer bekannt waren (z. B. T'richo- 
derma) in Reinkultur die Cellulose in den Luzerneriickstiinden nicht ab- 
bauten. Sobald jedoch ein nicht cellulosezerstérender, aber zum Eiweib- 
abbau befahigter Organismus gleichzeitig zugegen war (z. B. Rhizopus), 
wurde Trichoderma zur Cellulosezersetzung gezwungen. Als allgemeine 
Regel stellte Waxsman fest, daB eine einzelne Art niemals organische 
Substanzen in dem Ma’ abzubauen vermochte, als es bei einem Boden- 
infus der Fall war. 

Das Zusammenwirken verschiedener Mikroorganismen begriindet 
Ripre-BaLpEs (1952) damit, daB wahrscheinlich in diesen Fallen eine 
wechselseitige Belieferung erfolgt. Die unterstiitzende Wirkung der Bak- — 
terien bei der Pilztitigkeit kann einmal darauf beruhen, daB die Bak- 
terien den Pilzen einen organischen Wirkstoff liefern, ohne den letztere 
sich nicht entfalten kénnen. Oder die Bakterien iiben in der Art einen 
begiinstigenden EinfluB aus, daB sie die der Keimung schadlichen 
Stoffe unwirksam machen. In anderen Fallen zeigen verschiedene Pilze 
eine wechselseitige Wirkung, in dem jeder von ihnen eine Komponente 
fiir einen bestimmten Wirkstoff (Ferment, Vitamin usw.) zur Verfiigung 
stellt, 

Nach diesem Blick in die wahren, der Natur eigenen Verhiltnisse, er- 
scheint es fast selbstverstaindlich, dafi es uns in vitro nicht gelingen 
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wollte, mit einem einzelnen Mikroorganismus oder auch mit allen Pilzen 
und ein andermal mit allen Bakterien zusammen einen Sphagnum-Abbau 
genau so zu rekonstruieren, wie er sonst in der Natur unter Mitwirkung 
verschiedenster und bestimmter Organismen stattfindet. cs 

Wir dirfen aber den minimalen Sphagnum-Abbau nicht allein mit dem 
geschilderten Verhalten der Mikroorganismen begriinden, denn viele An- 
gaben im Schrifttum belehren uns immer wieder dariiber, daB gerade die 
Polysaccharide des Sphagnums der Zersetzung einen gréReren Wider- 
stand bieten, als die der héheren Pflanzen. 

WaAKSMAN (1932) machte z. B. bei seinen vergleichenden Untersuchun- 
gen verschiedener Torfarten stets die Beobachtung, daB die Cellulose 
sowie die Hemicellulosen der Sphagnen — zu letzteren zahlte er auch 


Pectin — auffallend langsam zersetzt wurden. Diese allgemein aner- 
kannte Tatsache findet aber in der Literatur die verschiedensten Be- 
griindungen: 


WaksMAN (1932) nimmt an, daB sich die Widerstandsfihigkeit der 
Sphagnum-Inhaltstoffe entweder auf die physikalischen Bedingun- 
gen, unter denen sie in der Pflanze vorkommen, oder aber auch auf ihre 
spezifische chemische Natur zuriickfiihren lat. Letzteres wird 
auch noch von vielen anderen Autoren als Ursache angesehen, allerdings 
gehen dabei die Ansichten dariiber, in welcher schwerangreifbaren che- 
mischen Verbindung die einzelnen Substanzen in den Membranen vor- 
liegen, weit auseinander. 


RuMsANTZEWA (1939) versuchte ihr Ergebnis, daB Sphagnuwm-Cellulose dem 
mikrobiellen Abbau einen gréBeren Widerstand entgegensetzte als Hriophorum- 
Cellulose, nicht wie WAKSMAN durch die Anwesenheit der im Sphagnum in groBer 
Menge vorhandenen Polyuronide und ihrer Schutzwirkung zu erklaren, sondern 
schrieb dies einem hohen Lignin-Gehalt im Sphagnum zu, wahrend Hriophorum 
nur geringe Mengen von diesem Stoff enthalten sollte. Diese Behauptung konnte 
sie allerdings nicht mit einem einwandfreien Ligninnachweis belegen, sondern 
muBte selber zugeben, daB bei Anwendung der von ihr gewahlten Methode von 
Sornn-OprEn die Schwefelsiure auch den Uronsdurekomplex und manchmal sogar 
die Cellulose selbst angreifen konnte; diese Nebenwirkungen taiuschen gerne einen 
erhéhten Ligningehalt vor. 

Man kann zwar manchmal auch in anderen Arbeiten Angaben tiber einen Lignin- 
gehalt von Sphagnum finden (WaAxKsMAN, 1936; PLANK, 1946), doch meist nur im 
Zusammenhang mit anderen Stoffen, die sich in dem Extraktionsanteil mit emem 
fiir Lignin geeigneten Lésungsmittel vorfinden. WAKsMAN gibt z. B. in einer Tabelle 
an, daB Lignine und ligninahnliche Komplexe zusammen 7,18% der lufttrockenen 
Sphagnum-Masse ausmachen. 

An anderer Stelle teilt WaKsMAN (1932) mit, daB nach Behandlung von Sphag- 
num mit Alkali die Cellulose leicht einem Angriff durch Mikroorganismen unter- 
liegt. Er begriindet diese Erscheinung damit, daB durch die Vorbehandlung das 
Lignin und ein Teil der Hemicellulose entfernt wurde, allerdings kénnte mdglicher- 
weise auch der physikalische Zustand des Materials dabei geringfiigige Verande- 
rungen erfahren haben. Wir diirfen aber bei diesen Mitteilungen mit einiger Be- 
rechtigung annehmen, daB neben Lignin und Hemicellulose noch andere abbau- 
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hemmende Stoffe durch Alkali extrahierbar sind, auf die wir noch spater naher ein- t 
gehen werden. ; 

Marcusson (1925) beschrankt sich hingegen darauf, die Sphagnen als ,,fast 
ligninfrei“ anzusehen, wahrend andere Autoren sogar Beweise dafiir erbringen konn- 
ten — teils in Ubereinstimmung mit unseren Untersuchungen durch Mikroreak- 
tionen auf Lignin in den Torfmoosen (CzAPEK, 1899; ENGLER, 1924; BUNNING, 1927 _ 
u. a.), teils auf Grund chemischer Analysen (KONDRATJEW, 1949) —, daB Sphagnum — 
keinen Gehalt an natiirlichem Lignin aufweist. 

Nach diesen unterschiedlichen Angaben erscheint es sehr gewagt, die 
Widerstandsfahigkeit der Sphagnummembranen allein ihrem Gehalt an 
Lignin zuzuschreiben, zumal dessen Anwesenheit noch sehr in Frage ge- 
stellt ist. Wir wollen daher versuchen, auch noch andere Méglichkeiten 
aufzuzeichnen, die zur Erklarung des resistenten Charakters der Sphagnen 
beitragen k6nnen: 

Es ist z. B. eine bekannte Erscheinung, daf selbst mit chemischen — 
Reagenzien wie Kupferoxydammoniak ohne Vorbehandlung bei Sphag- 
num nur eine Quellung der Zellmembranen erfolgt und keine Lésung, wie 
sie bei reiner Cellulose unter diesen Bedingungen eintritt. Erst nach Ent- 
fernung des an die Cellulose gebundenen Sphagnols durch Kochen mit 
Lauge ist eine teilweise Lésung erreichbar (ENGLER 1924, BUNNING 1927). 
Alkali vermag also nicht nur — wie wir vorhin andeuteten — Lignin und 
Hemicellulose zu extrahieren, sondern auch das Sphagnol aus dem 
Sphagnolcelluloseiither abzuspalten und als Phenolat herauszulésen. Es 
erscheint daher nicht unméglich, daB auch bei dem von WaAxKSMAN be- 
schriebenen Versuch die vom Sphagnol befreite Cellulose — ahnlich dem 
Verhalten gegeniiber Kupferoxydammoniak — auch dem Angriff der 
Mikroorganismen einen geringeren Widerstand entgegensetzte. Die Ver- 
mutung, dag dem Sphagnol eine abbauhemmende Wirkung zukomme, 
findet noch eine Unterstiitzung in der Tatsache, daB dieser phenolartige 
Korper auch antiseptische Eigenschaften besitzt und ihm nach Aussage 
von CzaPekK (1899) der Charakter eines Schutzstoffes zukommt. Bei 
unseren Untersuchungen gelangten wir zu dem Ergebnis, daB in den 
Schnitten die Sphagnolverbindung durch die Einwirkung der Mikroorga- 
nismen keine Verinderung erfahren hatte; wir erhielten mit Chlorzinkjod — 
erst nach der Eau de Javelle-Behandlung eine deutliche Cellulosereaktion. 

Wie wir zu Beginn des Cellulose-Kapitels schon ausfihrlich dargelegt 
haben, weist auch die Struktur der Sphagnumcellulose einige Ab- 
weichungen gegeniiber der gewoéhnlichen Cellulose auf. Wahrend in 
letzterer nur Glucosemolekiile in 1,4-8-glucosidischer Bindung anein- 
andergereiht sind, besitzt die Sphagnum-Cellulose zum groBen Teil noch 
andere Zuckerpolymere, z. B. Xylane, sowie Oxycellulose usw. und 
besteht nur zu 3,8% aus Glucosanen mit 1,4-6-glucosidischer Verkniip- 
fung. Es ist daher nicht verwunderlich, da& die celluloseauflésenden 
Fermente Cellulase und Cellobiase, welche eine hydrolytische Spaltung 
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der B-glucosidischen Bindungen herbeifiihren, allein nicht zum Abbau 
der Sphagnum-Cellulose befihigt sind; ihre inhomogene, andersartige 
Zusammensetzung erfordert sicher noch zusiitzlich einige andere Enzyme. 
Damit finden wir noch eine weitere Erklirung fiir das zuerst kaum glaub- 
hafte Ergebnis, daB8 Mikroorganismen, die auf die Cellulose des Filtrier- 
papiers einen stark zerst6renden Einflu8 ausiibten, zum Abbau der 
Sphagnum-Cellulose absolut keine Fahigkeit zeigten. Es fehlten ihnen 
nicht nur, wie bereits erwahnt, die dazu notwendigen Begleitorganismen, 
sondern vor allem auch die hierzu geeigneten Fermente. 

Hs darf uns aus diesem Grunde auch nicht verwundern, daB selbst das 
Pectin der Sphagnum-Schnitte unter den gegebenen Kulturbedingungen 
nur ganz selten eine Verainderung aufzuweisen hatte, liegt dieses doch meist 
in der Mittellamelle als eine Pectin-Cellulose-Verbindung vor und muB vor 
einer direkten Zerst6rung von der Sphagnum-Cellulose befreit werden. 


Zusammenfassung der hauptsachlichsten Ergebnisse. 

Es wurde eine Anzahl aus Hochmoor isolierter Pilze und aerober 
Bakterien untersucht. 

1. Von den Pilzen besaBen alle Penicillium- und Verticilliwm-Arten 
sowie einige Hricaceen-Symbionten die Fahigkeit, das gebotene Pectin 
vollkommen oder zum mindesten sehr stark abzubauen, waihrend von 
den aeroben Bakterien nur ein Vertreter pectolytische Wirkung zeigte. 
Die Pectinase, welche von den gepriiften Mikroorganismen in die Nahr- 
lésung ausgeschieden wurde, stellte in allen Fallen ein konstitutives 
Enzym dar. 

2. Unter den gegebenen Kulturbedingungen konnten die Bakterien 
weder reine Cellulose noch Filtrierpapier abbauen, wahrend die Mehrzahl 
der untersuchten Pilze — und zwar alle Penicillien und Verticillien sowie 
die meisten Symbionten — hierzu die Fahigkeit besa. Allerdings erfolgte 
je nach der Art und Zusammensetzung des Substrats ein verschieden 
starker Abbau. Grundsatzlich kann gesagt werden, daB ein nahrstoff- 
armes Kulturmilieu — ganz gleich, ob Lésung oder Sphagnum-Grund- 
lage — auf den Celluloseabbau einen auBerordentlich begiinstigenden 
FinfluB ausiibte; ferner erlitt in allen Fallen das gebotene Filtrierpapier 
eine ungleich stirkere Zersetzung als reine Cellulose unter sonst gleichen 
Bedingungen. 

3. Mit Hilfe einer neuen Methode war es uns méglich, Moorschichten 
aus verschiedener Tiefe auf den Zersetzungsgrad ihrer Sphagnum-Reste 
mikroskopisch zu untersuchen. Dies fiihrte zu dem Ergebnis, daB in der 
Natur nur die Sphagnum-Stammchen eine Zersetzung erleiden, und zwar 
werden zuerst die Zellwinde innerhalb des Zentralzylinders herausgelést, 
die neben Cellulose einen besonders hohen Pectingehalt besitzen. Von 
den untersuchten Pilzen zeigte nur ein Symbiont die Fahigkeit, Sphagnum 
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in ahnlicher Weise abzubauen, einige wenige, und zwar nur Symbionten, . 
verursachten im Mark geringe Veranderungen der Zellmembranen, wah-_ 
rend alle Penicillien und Verticillien, die sich in den vorhergegangenen 
Versuchen als die stiirksten Pectin- und Cellulosezerstérer erwiesen hatten, — 
erstaunlicherweise das Sphagnum iiberhaupt nicht angriffen. Das gleiche- 
negative Verhalten zeigten auch die M ortierellen und einige Symbionten — ; 
sowie simtliche aeroben Bakterien. 

Auch reine Pectinaselésung war selbst in ihrer optimal wirksamsten 
Konzentration nicht in der Lage, das Pectin aus den Sphagnum-Mem- 
branen herauszulésen; vielmehr muBte zuerst einmal dieser Inhaltsstoff : 
von der mit ihm vergesellschafteten Cellulose befreit werden, um einem 
Angriff zuganglich zu sein. 


An dieser Stelle méchte ich meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. 
H. Buraerr, ganz besonders herzlich danken fiir die Uberlassung der von ihm 
isolierten Pilze und aeroben Bakterien, sowie fiir seine groBziigige Unterstiitzung — 
und das standige Interesse am Fortgang der Arbeit. Ferner danke ich auch Herrn 
Dr. Reryuarp fiir die Mithilfe bei den photographischen Aufnahmen. 
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(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Gottingen.) 


Beitrag zur Kenntnis der Morphologie und Physiologie 
der Nektarhefe Candida Reukaufii (Gruss) 
Diddens et Lodder*. 


Von 
HANS HERBERT MARTIN. 


Mit 12 Textabbildungen. 


(Hingegangen am 1. November 1953.) 


E. RevuxKavr, der Entdecker der im Nektar vieler Bliiten in einer charakteristi- 
schen ,,Kreuzform‘‘ vorkommenden Hefe Candida Reukaufii!, hatte angenommen, 
daB die Bliiten jeder Pflanzenart eine besondere Rasse dieser Hefe beherbergten, 
und hatte das auf die unterschiedliche Zusammensetzung des Nektars in den ver- 
schiedenen Bliitenarten zuriickgefiihrt. Die Existenz mehrerer Varianten von 
C. Reukaufii mit unterschiedlichen Higenschaften konnte spaiter auch von anderen 
Autoren beobachtet werden, allerdings nicht in der von REUKAUF beschriebenen 
Weise. Gruss impfte einen aus Linaria vulgaris isolierten Stamm von C. Reukaufit 
in den hefefreien Nektar einer groBeren Zahl anderer Pflanzenarten und konnte da- 
durch die typische Kreuzform der Hefe in allen Fallen gleich gut erhalten. Er 
schloB daraus, da die verschiedenartige Zusammensetzung des Nektars bei den 
einzelnen Pflanzen keinen EinfluB auf die Ausbildung dieser seltsamen Zellform 
haben konnte. 

HautTMAnN fand bei seinen Stémmen in Kultur 2 Rassen, die auf Wiirzeagar ver- 
schiedene Formen von Riesenkolonien bildeten und sich mikroskopisch dadurch 
unterschieden, da die eine Rasse vorwiegend Hinzelzellen bildete, waihrend die 
andere in Form von SproBbaumchen wuchs. Ripret u. Mitarb. (1948) berichteten 
tiber die Fahigkeit der Nektarhefe, in Liifttungskultur sehr tippig zu wachsen und 
groBe Mengen von Fett in der Zellmasse zu bilden. Spatere Versuche von Kocu in 
halbtechnischem Mafstab haben bestiatigt, daB C. Rewkaufii einer der besten Fett- 
bildner unter den heterotrophen Mikroorganismen ist. 


Bei diesen Versuchen hatte sich aber gezeigt, dais bei weitem nicht 
alle O. Reukaufii-Stimme fiir eine Fettsynthese geeignet sind und man 
nur durch planmaBige Auslese aus einer gréBeren Zahl von Isolierungen 
zu einem technisch brauchbaren Fettbildner kommen kann. In diesem 
Zusammenhang schien es wichtig, weitere Kenntnisse tiber Biologie, 
Morphologie und Physiologie von C. Reukaufit zu sammeln und beson- 
ders die Beziehungen des Fettbildungsvermogens zu anderen Higenschaf- 
ten der Hefe (Garvermégen, morphologische Merkmale) zu untersuchen. 


* Auszug aus einer Dissertation der mathematisch-naturwissenschaftlichen Fa- 


kultat der Universitat Gottingen 1953. 
1 Unterfamilie Cryptococcoideae der anaskosporogenen Hefen. Vgl. LoDDER u. 


KREGER-VAN RiJ. 
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A. Versuchsmaterial und Methodik. 
1. Isolierung der Stimme. 


Aus den Bliiten von 5 Pflanzenarten (Lamium album, Glechoma hederacea, Salvia 
pratensis, Trifolium pratense, Linaria vulgaris) wurden insgesamt 46 Stamme von 
C. Reukaufii gewonnen. Die geernteten Pflanzen wurden ins Laboratorium gebracht 
(bei Isolierung von weiter entfernten Standorten in Blechbiichsen mit feuchter 
Watte verpackt, um ein Eintrocknen des Nektars zu verhindern), und dann wurden 
direkt aus den Nektartropfen der Bliiten mit dem Mikromanipulator einzelne Kreuz-_ 
formen der Nektarhefe isoliert. Haufig konnten aus dem Nektar ein- und derselben 
Bliite mehrere solcher Ein-,, Kreuzform ‘‘-Kulturen (die also praktisch Einzell- 
Kulturen darstellen), angelegt werden. Die aus ihnen hervorgegangenen Stamme 
sind im folgenden als ,,Schwesterstamme“ bezeichnet. Die angewachsenen Iso- 

lierungen wurden auf Wiirzeagarschrag- 
rohrehen iibertragen und nach ‘owed 
3 Monaten auf neue Nahrbéden tiberimpft. | 


| 
| 


Abb. 1. Kreuzform aus frischer Lamium Abb. 2. C. Reukaufii aus verwelkender Lamium — 
album Bliite, 450 x. album Bhite, in der Natur gefunden, 450 x 


Abb. 1 zeigt Kreuzformen aus dem konzentrierten Nektar frischer 
Bliiten. Wenn die Aufbewahrung der Pflanzen in den feuchten Biichsen 
bei weiterer Anreise vom Fundort zum Laboratorium linger als 3 Tage 
dauerte, hatte oft der Nektar aus der wasserdampfgesittigten Atmo-— 
sphire Feuchtigkeit angezogen und sich stark verdiinnt. In solehem— 
Nektar waren die typischen, schlanken Kreuzformen nicht mehr vor- 
handen; statt dessen fanden sich plumpe Kreuzformen, deren Zellen 
grobe Fetttropfen enthielten und ovale, fetthaltige Dauerzellen, die bis- 
her nur in der Laboratoriums-Kultur beobachtet wurden. Spiiter wur- 
den auch im Freiland mehrfach Pflanzen gefunden, deren verwelkende, 
braunlich verfarbte Blitten sehr reichlich Nektar enthielten, in dem dann 
nur noch verfettete Hefezellen vorhanden waren (Abb. 2). Somit wurde 
zum ersten Male die ,,Fettgeneration’’ von OC. Reukaufii in der Natur 
aufgefunden (vgl. 8. 159). 

Im wasserklaren Nektar frischer Bliiten ist das Wachstum von C. 
Reukaufii sehr schwach. Ein solcher Nektartropfen enthilt in der Regel 
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nicht mehr als 10—20 grazile Kreuzformen, deren Vorhandensein nur 
mikroskopisch festgestellt werden kann. Im verdiinnten Nektar welker 
Bliiten dagegen ist die Vermehrung der Hefe so stark, daB sie schon 
makroskopisch durch eine deutliche Triibung des Nektartropfens zu er- 
kennen ist. 


2. Systematische Charakterisierung der isolierten Stimme. 


Die bewahrte und allgemein gebrauchliche Methodik zur Differentialdiagnose 
von Hefen ist in den Veréffentlichungen von STELLiInG-DEKKER, DrppENs u. Lop- 
DER, LODDER u. KREGER-VAN RIJ sowie von JANKE ausfiihrlich beschrieben. Sie 
soll eine Trennung verschiedener Hefegattungen und Arten erméglichen. Die Au- 
toren verhehlen aber nicht, daB eine sinnvolle Definition der Begriffe ,Gattung‘ 
und ,,Art‘* namentlich im kiinstlichen System der sporenlosen Hefen erhebliche 
Schwierigkeiten bereitet. LoppER u. KrEGER-vAN Riv fiihrten die systematische 
Umgrenzung der Art C. Reukaufii nach Untersuchung von 5 Staimmen durch. 
Nachuntersuchungen mit einer groBeren Anzahl von eigenen Stimmen ergaben 
fiir einige Merkmale gute Ubereinstimmung mit dem Typusstamm der hollandischen 
Autorinnen. In anderen Eigenschaften zeigten meine Stamme jedoch sowohl unter- 
einander als auch gegeniiber dem Typusstamm erhebliche Abweichungen. LoppER 
u. KREGER-VAN Ris geben z. B. an: Garvermégen von C. Reukaufii tir Glucose, 
Fructose und Mannose positiv (bisweilen schwach). Unter den eigenen Stammen 
wurden aber sowohl solche mit kaum meBbarer Garkraft, als auch andere, die in 
ihrem Garvermogen den echten Hefen gleichkommen, festgestellt. 


Der Ausgangspunkt fiir alle weiteren Untersuchungen war daher die 
quantitative Messung des Garvermoégens simtlicher isolierten Nektar- 
hefestimme mit der ,,Mikroapparatur zur CO,-Bestimmung in Girver- 
suchen“ nach MyrBAckK u. Vv. EULER. 


In 4 Parallelansaitzen je Hefestamm wurden jeweils 2 ml einer Losung von 6% 
Zucker und 1% KH,PO, in aqua dest. von einer Hefemenge entsprechend 50 mg 
Trockenmasse je Ansatz vergoren. Der Phosphatzusatz pufferte in allen Versuchen 
das Substrat auf ein von Myrpack u. Vv. EULER als optimal ermitteltes End-pg von 
etwa 4. Gartemperatur 30° C. Die zur Garung verwendete Hefe wurde gewonnen 
durch Vorkultur in einer synthetischen Nahrlésung folgender Zusammensetzung: 
6% Glucose (bzw. ein anderer Zucker); 0,5% (NH,),8O,; 0,1% KH,PO,; 0,05% 
Mg SO,; 5% Hefekochsaft; 1 y% Aneurin; px 4,8. Jeweils 50 ml Nahrlésung in 
300 cm3-ERLENMEYER-Kolben. Nach 3 Tagen Wachstum bei 25° C wurde die Hefe 
abzentrifugiert und nach viermaligem Waschen mit Leitungswasser und Zentrifu- 
gieren sofort in die Giransatze gegeben. 

Eine Selbstgarung, die bei Versuchen mit solchen relativ groBen Hefemengen 
unter Umstinden stérend wirkt, konnte bei C. Reukaufii in Kontrollansatzen mit 
zuckerfreier Phosphatlésung nicht festgestellt werden. Demgemaf fiel auch die 
mikroskopische Jodprobe auf Glykogen, das Substrat der Selbstgarung, negativ aus. 


Bei der Priifung verschiedener Zuckerarten auf Vergirbarkeit durch 
CO. Reukaufii mit den Stammen 5,, 8, 25, (siehe Tab. 1) in der Myr- 
BAcK-v. EuLERschen Apparatur wurden Glucose und Fructose am 
besten vergoren. Die von Tapat beschriebenen charakteristischen Unter- 
schiede in der Geschwindigkeit der Vergirung von Glucose und. Fructose 
bei Nektarhefen aus verschiedenen Bliitenarten haben sich in eigenen 
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Tabelle 1. Herkunft und Garvermégen der isolierten C. Reukaufii-Stamme. 


H. H. Martin: 


; Girvermégen: |. i Giarvermé¢ 
issn : Fundort und Zeit cm? gebildetes pie Fundort und Zeit cm® gebild: 
ek CO, in 7 Std CO, in7 & 
Bliitengruppe Lamium album Bliitengruppe: Trifolium pratens: 
i) Donaueschingen 7,5 15 | Gottingen 5,6 
Donauufer VIIT. 1949 | Garten des mikrobiolog. 
Instituts X. 1949 
(2a; | Donaueschingen 5,2 (16 we wir 
a; G6ttingen 6,0 
2 , . e C oy a | : : 
Y Bee Vane a ko 16b) | Garten des mikrobiolog. 8,9 
3 Gottingen 9,1 Instituts VIII. 1950 
Garten des mikrobiolog. ai: Speyer 34 
Instituts IX. 1949 | Rheinufer IX. 1949 
, 
(4a; | Gottingen 11,5 18 | Ree es ere 7,2 
4b); | Garten des mikrobiolog. 9,7 | Donauufer VIIT. 1949 
4¢ Instituts VI. 1950 8,9 19 | Niemetal 3,6 
| Wegrand bei Bursfelde 
(5a; | Hann.-Minden 12,3 VI. 1950 
5b);| Werraufer VI. 1950 we | 
(de; 20 Blitengruppe: Linaria vulgaris 
5d) 11,3 
20 Gottingen 4,4 
(6a; | Hoher MeiBner 10,3 Garten des mikrobiolog. 
6b) StraBenrand b. Brans - 2,2 Instituts X. 1949 
rode VI-'1950 (21a; Géttingen 8,3 
Dy aS, - 
(7a; | Niemetal (Seitental 6,0 #15) | see Garten / 11,1 
7b) der Weser) bei Bursfelde 10,5 Saredice 
Wegrand VI. 1950 22a;| Nikolausberg | 4,7 
22b) | Wegrand b. Gottingen | 5,2 
| WI1II. 1950 
Blitengruppe: Salvia pratensis (23a;| Donaueschingen | 7,5 | 
8 Donaueschingen 15.2 Bohs Penehers Waldlichtung, 7,6 | 
Trockenwiese stidl. der | 23e)| IX. 1950 8,9 | 
Stadt VIIT. 1949 , 
Blitengruppe: Glechoma hederacec 
9a; | Donaueschingen 7,0 24a;| Gottingen 7,7 
9b Trockenwiese siidl. der | 8.8 24h Gatien dos milrobick 56 
Stadt IX. 1950 24b) xarten des mikrobiolog. 5, 
; rm Instituts V. 1950 
10 Insel Reichenau 4,1 (25a;, Nikolausberg 10,0 
Bodensee Trockenwiese 256; | Wegrand b. Gottingen 10,4 
VIII. 1949 25c) | V.1950 7.5 
yy pe . 
J1a;\ Gobttingen 10,3 it 4 Bon es eae f 84 
I1b Botanischer Garten 15,0 eh ry ie daaslee 0 Th Skat hs 3.6 
| VI. 1950 ropitihe 
(27a;| Niemetal 2,2 
(12a; | Lenglernb. Gottingen Ke 276) | Wegrand bei Bursfelde 3,7 
12b) | 'Trockenwiese VI. 1950 | 5,1 VI. 1950 
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Versuchen nicht reproduzieren lassen. Die beiden Monosaccharide wur- 
den von allen Stiimmen etwa gleich schnell vergoren. Nach Vorkultur 
der Hefe in einer glucosehaltigen Nahrlosung konnte fiir Maltose und 
Saccharose keine nennenswerte Vergarung festgestellt werden. Durch 
Vorkultur in einer Saccharosenahrlésung lieB sich aber die Vergirbar- 
keit von Saccharose betriichtlich steigern (Abb. 3), wihrend eine ahnliche 
Stimulierung der Maltosevergérung durch Vorkultur der Hefe auf Mal- 
tose nicht eintrat. 

Es ist merkwiirdig, daB bei vielen Staimmen von C. Reukaufii die 
Garung sehr bald zum Stillstand 


cm 
kommt. 14 
43) —~ ___ 8: Salvia prat 
em3 @ --- 2g:lamium a/b. 
11 77 2 
10 Sq: Lamium album 70 
: ———Vorkultur aut Saccharose g 
” Glucose | 8 
2 
N 
soe =ar 
c> 5. S 
4 ¥ 
3 7 
é 2 
if if 
0 0 = 
7 2 7, 4 5 Std 6 7 2 a # 5 Std 6 
Zeit —~ ijp§—— 
Abb. 3. Vergaérung von Saccharose durch Abb. 4. Einflu8 von Athylalkohol auf die Gi- 
C. Reukaufii, Stamm 5,, ----- nach Vorkultur rung von C. Reukaufii. K: Kontrolle ohne 
in Saccharose-haltiger Naihrl6sung; —— nach Alkoholzusatz; 4%: Zusatz von 4% Alkohol 
Vorkultur in Glucose -haltiger Nahrlésung. zum Giarsubstrat; 8%: Zusatz von 8% Alkohol 


zum Girsubstrat. Gairldsung: 6% Glucose, 1% 
KH,PO,, Aqua dest. 


In der Literatur ist Garungshemmung durch mehrere Faktoren beschrieben. 
Nach Huss verzégert der entstehende Alkohol schon in einer Konzentration von 
0,7% die Garung von Bierhefe. Starkere Hemmung tritt ein bei 4—5%, Stillstand 
der Garung bei 10—12% Alkohol. Sauerstoffliebende Wuchshefen wie Mycoderma 
und Torulopsis utilis sind nach HAnHN besonders empfindlich gegen Alkohol. Andere 
Finfliisse wie Saurebildung und CO,-Anreicherung haben geringere Bedeutung. 

In Abb. 4 ist die Wirkung steigender Alkoholmengen auf die Garung 
von 2 Stiimmen der Nektarhefe dargestellt. Erstaunlicherweise wird die 
Girung von OC. Reukaufii durch diese hohen Alkoholkonzentrationen 
nicht zum Erliegen gebracht. Es ist sogar bei dem schwach girenden 
Stamm 2,, die relative Hemmung der Garung bei Zusatz von 8% Alkohol 
bedeutend geringer (21,6°%) als bei dem gut girenden Stamm 8 (47,4%). 
Der Garungsalkohol kann also nicht die Ursache fiir den raschen Abfall 
der Girgeschwindigkeit bei vielen Stiimmen der Nektarhefe sein. 

In Tab. 1 sind die Ergebnisse der Garversuche mit Glucose zusam- 
mengefaBt. Die Stamme sind geordnet nach den Bliitenarten, aus denen 

10% 
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sie kommen. Eine solche Einheit wird jeweils als Bliitengruppe bezeich- 
net. Innerhalb einer Bliitengruppe gehéren die Stémme, die am gleichen 
Datum vom gleichen Standort isoliert wurden, zu ein und derselben 
Ziffer der laufenden Nummerierung und sind durch Indices voneinander 
gekennzeichnet. Die Schwesterstiimme, die aus einer Bliite kommen, 
stehen in Klammern beieinander. 

Ergiinzend zu Tab. 1 zeigt Abb. 5 anschaulich, da innerhalb der Art 
C. Reukaufii bei verschiedenen Stémmen erhebliche Unterschiede im 


Stamm 5, 
“ %; 
“ 4X W 
“u 7 
eos 
“ S, % 
“ 5, 


7 2 Zi ¥ $ Ga Std ee? 
Zeit —~ 


Abb. 5. Vergiirung von Glucose durch verschiedene Stimme von C, Reukaufii aus Bliiten von 
Lamium album. 


Giirvermogen bestehen. Kin bevorzugtes Auftreten einer besonders guten | 
oder schwachen Girfahigkeit in einer bestimmten Bliitengruppe kann 
nicht beobachtet werden. Ebensowenig ist etwa eine Ubereinstimmung 
in den Gireigenschaften bei Stémmen vorhanden, die von einem gemein- 
samen Standort isoliert wurden. Das ist nicht verwunderlich angesichts 
der Tatsache, da mehrere Schwesterstimme vorliegen, die extreme 
Unterschiede im Girvermégen aufweisen; z. B. die Staémme (5a; 5b), 
(5c; 5d) und (6a; 6b) in Tab. 1; zu (Sa; 5b) siehe auch Abb. 5. 
Mikroskopisch konnte in den Giransiitzen ein deutlicher Zusammen- 
hang zwischen der Zellform und dem Giirvermégen wahrgenommen 
werden. Als Beispiel mégen die beiden Schwesterstiimme (5a; 5b) dienen. 
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Gut giirende Stamme liegen in Form von HefesproBverbanden und kreuz- 
formahnlichen Zellgruppen vor: Stamm 5a, Abb. 6. Die schwach garen- 


Stamm 5g; guter Girer. 


@® 


Abb. 7. Stamm 45,; schwacher Girer. 


Zellen aus Giransitzen, 450 x. 


Tabelle 2. 
Differenzierungsschema zweier Stimme mit gutem bzw. schlechtem Girverméogen. 


Bildung von 
Pseudomycel auf 
Objekttrager- 
kulturen. 


Form und GroBe 
der Zellen in 
Bierwiirze nach 


2'Tagen bei 25°C. 


Bildung von 
Hefering, Haut 
und Bodensatz 
in Bierwiirze. 


Aussehen von 

- Strichkulturen 
auf Wtrzeagar 
nach 1 Monat bei 
liege Os 


Stamm Ja 


gutes Garvermégen. 


Gute Ausbildung 
von Pseudomycel 
Abb. 8. 


Ellipt. Zellen, ein- 
zeln oder in kleinen 
SproBverbanden 
(3,2—6,4) 
(6,4—12,8) ww. 
Nach 14 Tagen 
Bodensatz und 


schwacher Hefering. 


Farbe hellbraun- 
lich, Querschnitt 
des Lagers flach; 
Rand feingekerbt, 
Oberflaiche glatt 
mit vielen braun- 
lichen Einspreng- 
seln, matt glanzd. 


Stamm 5b 
schwaches Giar- 
vermogen. 


Vorwieg. Bildung 
von groBen ovalen 
Einzelzellen 

Abb. 9. 


Ovale Hinzelzellen 
mit Fetttropfen, da- 
neb. kl. ellipt. Zellen 
in kurzen SproBver- 
banden (8—9,6) x 
(11,8—13) yw. 

Nach 8 Tagen 
Bodensatz u. Ring, 
nach 14 Tagen 
starker Hefering u. 
Haut. 


Farbe hellcreme- 
gelb, Querschnitt 
des Lagers gewolbt, 
Rand gewellt, 
Oberflache glatt 
ohne Glanz. 


Diagnose von Lop- 


| DER u. KREGER- 


VAN Rug. 


Pseudomycel nicht 
sehr tippig, Kreuz- 
form nur selten be- 
obachtet. 


Zellen lang bis lang- 
oval (3—5,5) x 
(7,5—13) uw. 
Bodensatz u. Ring 
werden gebildet. 


Farbe gelblich, 

weiche Konsistenz, 
tiber die ganze Ob.- 
flache fein gekraus., 
matt glanzd., Rand 


gelappt. 
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den Stimme dagegen bilden in der Mehrzahl ovale Einzelzellen nach Art 
der Dauerzellen, teilweise mit schwacher Fettbildung: Stamm 5b, Abb. 7. 


An diesen beiden Stammen soll nun auch gezeigt werden, welche weite- 
ren Unterschiede sich zwischen gut garenden und schwach garenden 
Nektarhefen bei Anwendung des Differenzierungsschemas nach LODDERu. 
KREGER-VAN RiJ ergeben (Tab. 2). 
Beziiglich der Methodik verweise 
ich auf diese Autorinnen. 


Abb. 8. Stamm 45q; guter Giirer. Abb. 9. Stamm 5s; schwacher Garer. 
Zellformen auf Objekttrigerkulturen, 450 x. Kartoffelwasser-Glucose-Agar. 


Bei den tibrigen Untersuchungen stimmen meine Befunde fiir alle 
gepriiften Stéimme mit der Diagnose von LopDER u. KREGER-VAN Rig 
uberein. 

Zuckerassimilation nach der BrtyertNcKschen auxanographischen 
Methode: Glucose, Fructose, Mannose, Galaktose, Maltose, Saccharose: positiv; 
Lactose: negativ. — Stickstoffassimilation nach Brtsertnck: KNO3: negativ; 
(NH,),S0,, Harnstoff, Asparagin, Pepton: positiv. — Athylalkohol als 


od 


Kohlenstoffquelle: nach 7 Tagen bei 25° C kein Wachstum. — Spaltung des 
Glykosids Arbutin: positiv. 


B. Weitere Untersuchungen. 
1. Beobachtungen an Wiirzeagarkulturen. 


Die Durchmusterung der Wiirzeagar-Strichkulturen von simtlichen 
Stimmen zeigte, da’ sich diese alle mehr oder weniger eindeutig einer 
der oben beschriebenen Wuchsformen zuordnen lassen, dem braunlichen, 
flachen oder dem cremefarbigen, gew6lbten Typus. Auch mikroskopisch 
sind deutliche Unterschiede festzustellen. Die cremefarbigen Kul- 
turen bestehen zum groBten Teil aus groBen, ovalen, fetthaltigen Dauer- 
zellen, deren Mabe (8—11,4)(10—15) wu von Stamm zu Stamm 
schwanken. Wahrscheinlich verursacht die Bildung der voluminésen 
Fettzellen die gew6lbte Form der Kultur. 

Die brauntlichen, flachen Kulturen bestehen durchweg aus Hefe- 
sproBzellen von sehr wechselnder GréBe und Gestalt in wenig- bis viel- 
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zelligen SproBverbanden, doch enthalten auch diese Kulturen in geringer 
Menge fetthaltige Dauerzellen. Wiirzeagar scheint das optimale Milieu 
fiir die Dauerzellenbildung zu sein, wenn diese von dem betreffenden 
Stamm tiberhaupt gebildet werden kénnen. Das Verhalten von Stamm 8 
aus Salvia pratensis weist deutlich auf die Funktion der Fettzellen als 
Uberdauerungsorgane hin. Dieser Stamm bildete als einziger in der ganzen 
Sammlung in keinem Medium Dauerzellen und muBte jeweils nach lang- 
stens 6 Wochen auf neuen Nahrboden iibertragen werden, um lebens- 
fahig zu bleiben, wihrend alle anderen Stémme noch in 6 Monate alten 
Wirzeagarkulturen keimfahige Dauerzellen enthielten. 

In den Wirzeagarkulturen mehrerer Stimme wurde Sektorbildung 
beobachtet, eine Erscheinung, die nach DrppENs u. LoppEr bei den 
M ycotoruloideae* recht haiufig vorkommt. Sie 
trat vor allem bei den cremefarbigen, fettzell- | eS 
haltigen Staémmen auf, und zwarinder Form, | — 
da von der Grundmasse des Hefelagers aus 
ein etwas erhabener, braunlicher, schleimig- 
glanzender Streifen deltaformig auf den un- 
bewachsenen Agar hinauswuchs. Hier mub sfareare 

a Abb. 10. Dauerzellen mit hau- 
nochmals betont werden, daB alle Stamme, tigen Anhingseln aus sektorier- 
auch die sektorierten, von Hinzell-Kulturen  '" UN saa gece vonyy: 

eukaufii, 630 x. 
abstammten. Mikroskopisch wurden in dem 
normalen Teil der Hefemasse fast ausschlieBlich Dauerzellen festgestellt, 
wahrend die Sektoren aus kleinen, elliptischen, fettfreien Zellen bestanden. 


In den sektorierten Agarkulturen, und zwar in dem die Fettzellen enthaltenden 
Teil, wurden regelmaBig groBe, alte Dauerzellen beobachtet?, die nur noch einen 
kleinen oder gar keinen Fetttropfen besaBen und an ihrer Membran eingerollte, 
hautige Anhangsel trugen (Abb. 10). Uber die Bildung und Bedeutung dieser Ge- 
bilde konnte vorerst nichts naheres festgestellt werden, doch sei in diesem Zusam- 
menhang auf die Arbeiten von WrypiscH hingewiesen, der bei Candida pulcherrima 
und C. tropicalis ganz abnliche Erscheinungen beobachtet und sie als ,,Ascus- 
bildung“ (leere Asci) gedeutet hat. 

Bei einigen sektorierten Stémmen wurden mit Hilfe des Mikromani- 
pulators von den typischen Zellformen der Sektoren und des urspriing- 
lichen Hefelagers Einzell-Kulturen angelegt. Die neuen Sektorstamme be- 
hielten zwar auf Wiirzeagar iiber viele Abimpfungen hinweg ihre typi- 
schen makro- und mikroskopischen Higenschaften, bei Anwendung der 
oben beschriebenen Differenzierungsmethodik zeigte sich aber, daB sich 
diese Stiimme nicht qualitativ, sondern nur quantitativ mehr oder 
weniger stark voneinander unterschieden; mit anderen Worten: es war 
nicht moéglich, aus ein und derselben sektorierten Kultur durch Hinzell- 


1 Mycotoruloideae = Cryptococcordeae. ee 
2 Sie wurden auch bei anderen Kulturen unter den Fettzellen gefunden, hier je- 


doch immer nur vereinzelt. 
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Isolierung einerseits gut giérende Stiimme mit Pseudomycelbildung und 
andererseits schwach giirende Stamme mit reichlicher Bildung fetthal- 
tiger Dauerzellen und fehlendem Pseudomycel zu erhalten. Auf eine aus- 
fiihrliche Darstellung dieser Versuche kann daher verzichtet werden. 


2. Wachstumsversuche. 


Das wichtigste Ergebnis der bisherigen Untersuchungen ist die Fest- 
stellung, da 2 verschiedene Typen von C. Reukaufii vorkommen, von 
denen der eine einen vorwiegend anaeroben Garungsstoffwechsel durch- 
fiihrt, wihrend der andere nur schwach giirt und vorwiegend aerob 
atmet. Es war daher von vornherein zu erwarten, dab bei Wachstum 
unter aeroben Bedingungen und vor allem in Liiftungskultur die 
schwach girenden Stimme den guten Garern tiberlegen sein muBten, 
d.h. der Okonomische Koeffizient, O.K. = die je 100 g verbrauchter 
Kohlenstoffquelle (Glucose) gebildete Hefetrockenmasse (cf. RIPPEL, 
1952), muBte bei Stimmen mit schwacher Girkraft hdher sein als bei gut 
girenden Nektarhefen, da ja die Atmung energetisch bedeutend ergiebi- 
ger ist als die alkoholische Garung. 

KAvFMANN hat den O.K. der ausgesprochenen Garhefe Frohberg mit dem der 
schwach gérenden Wuchshefe Zorulopsis utilis verglichen. Unter anaeroben Ver- 
haltnissen hatten beide Hefen einen etwa gleich niedrigen O.K. zwischen 5 und 7. 
Bei aeroben Versuchsbedingungen konnte Hefe Frohberg ihren O.K. nicht wesent- 
lich erhéhen, wahrend der O.K. von 7’. utilis auf das sechsfache des anaeroben 
Wertes stieg. KAUFMANN verweist auf die Befunde von Meyreruor, wonach unter- 
garige Bierhefen wegen der Unvollkommenheit ihres Cytochromsystems auch bei 
starkster Beliiftung und nach Anpassung an aerobe Verhaltnisse nur 1/; des ge- 
botenen Zuckers veratmen k6nnen und */; auch unter diesen Bedingungen vergiaren. 

Auch das Ausmaf der Fettbildung in der Zelle ist in ahnlicher Weise wie der 
Ertrag von der GroBe des aeroben Stoffwechsels abhingig. Die Bedeutung einer 
guten Sauerstoffversorgung fiir die mikrobiologische Fettsynthese ist von vielen 
Autoren festgestellt worden (NAEGELI u. Lonw; Linpner; fiir C. Reukaufit durch 
Ripper 1948). Man konnte also annehmen, daB die gut giirenden Nektarhefen auch 
hinsichtlich der Fettbildung hinter den schwach girenden und vorwiegend aerob 
atmenden Staémmen zuriickbleiben wiirden. Schon die morphologischen Beobach- 
tungen an den Zellen der Giarvorkulturen gaben hierfiir Anhaltspunkte (Abb. 6 
und 7). 

Ks ist einleuchtend, daB man an Hand des Okonomischen Koeffizienten 
allein den Nutzeffekt des Wachstums verschiedener Hefestimme nicht 
vergleichen kann, wenn sich diese in der Zusammensetzung ihrer Zell- 
substanz (d.h. vor allem in ihrem Fett- und Eiweifgehalt) wesentlich 
voneinander unterscheiden, denn die relativen kalorischen Werte der 
3 wichtigsten Zellbausteine Kohlenhydrat (1), EiweiB (1,7) und Fett 
(2,5) sind sehr verschieden. Von 2 Stimmen mit gleichem O.K. wiirde 
also der fettreichere von beiden in Wirklichkeit die gebotene Kohlen- 
stoffquelle mit einem héheren Nutzeffekt verwertet haben als die fett- 
armere. Es wurde deshalb in den folgenden Versuchen neben dem O.K. 
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aus den Ergebnissen der Fett- und EiweiBbestimmungen auch noch der 
,,_Xalorische Koeffizient‘‘ (K.K.) der Hefe berechnet in Anlehnung an 
Riere (1940). Der Okonomische Koeffizient laBt sich zerlegen in 3 Be- 
standteile: 

1. Fettkoeffizient (F.K.) = je 100 g verbrauchter Glucose gebildetes Fett in g 
(RiprPEL, 1940); 

2. EiweiBkoeffizient (H.K.) = je 100 g verbrauchter Glucose gebildetes EiweiB 
in g (RIPPEL u. NaBEL, 1939); 

3. Okonomischer Koeffizient minus Summe von Fett- und EiweiBkoeffizient 
= je 100 g verbrauchter Glucose gebildetes Hefe-Kohlenhydrat in g. 

(Der nicht bestimmte Aschenanteil bleibt unberiicksichtigt.) 


Multipliziert man nun die 3 Fraktionen des O.K. mit den zugehérigen, 
oben angegebenen kalorischen Werten, so ergibt die Summe der Pro- 
dukte den Kalorischen Koeffizienten (K.K.) der gesamten Hefe- 
trockenmasse. Dieser Wert gibt an, wieviel Prozent der kalorischen 
Energie aus der verarbeiteten Glucose in die gebildete Hefemasse ein- 
gegangen ist. Der Kalorische Koeffizient ist demnach nicht identisch mit 
dem ,,Wahren Nutzwert‘ oder ,,RUBNER-Koeffizienten“‘, bei dem nicht 
nur der Energiegehalt der Zellmasse, sondern auch der etwa gebildeter, 
energiereicher Stoffwechselprodukte wie Athylalkohol usw. ins Verhalt- 
nis gesetzt wird zum Energiegehalt der verbrauchten Kohlenstoffquelle. 


3. Methodik der Liiftungsversuche. 


Zusammensetzung der Nahrlésung: In der umfangreichen Literatur tiber 
die mikrobiologische Fettsynthese wird tibereinstimmend berichtet, da HiweiB- 
aufbau und Fettbildung gegensinnig verlaufende Stoffwechselvorgange sind. Unter 
Bedingungen, die eine reichliche EiweiBbildung erlauben (gute Stickstoffernahrung), 
erzeugt die Mikroorganismenzelle wenig Fett, wahrend alle Eingriffe, welche die 
Proteinsynthese beeintrachtigen (vor allem Stickstoffmangel) die Fettbildung for- 
dern (Rrppew u. Mitarb., 1948; Herpe; Frnk, HABSELER u. ScuMipT; Damm, 1943; 
ScuuuzE). GréBtmégliche Wachstumsdkonomie und Hiweifbildung einerseits und 
gute Fettbildung andererseits konnten daher bei C. Rewkaufir nicht unter den 
gleichen Ernahrungsbedingungen erwartet werden. Es wurden deshalb 2 Versuchs- 
reihen angesetzt : 

1. Liiftungskultur mit reichlicher Stickstoffversorgung zur Erzielung 
eines hohen O.K. und Eiweifgehaltes. Kulturhefen und Torulopsis utilis bilden bei 
guter Stickstoffernahrung etwa 50% EiweiB i. Tr. (HaEHN). Nach NIELSEN liegt 
das Maximum des Eiweifgehaltes von Hefe bei 769%, das Minimum bei 15%. Fiir 
CO. Reukaufii wurde unter der Annahme eines O.K. von 30 und einer Kohlenstoff- 
gabe von etwa 6% Glucosemonohydrat fiir einen angestrebten EiweiBgehalt von 
50% i. Tr. ein Stickstoffbedarf von 0,132 g N, je 100 ml Nahrlésung errechnet, zu 
dessen Deckung eine Gabe von 0,28 g Harnstoff je 100 ml nétig war. 

Die Stickstoffkonzentration fiir Versuchsreihe 1 betrug 0,359 Harnstoff. 

2. Liiftungskultur unter Stickstoffmangel zur Erzielung eines hohen Fett- 
gehaltes mit einer Harnstoffgabe, die eine Bildung von nur 16% Eiweif i. Tr., also 
etwa das von NIELSEN angegebene Minimum, erlauben sollte. Bei diesen Versuchen 
wurde ein etwas niederer 0.K. erwartet wegen des gréBeren Anteils von kalorisch 
hochwertigem Fett an der Hefetrockenmasse. Bei einem angenommenen O.K. von 
25 und einer Konzentration von etwa 6% Glucosemonohydrat in der Nahrlésung 
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ergab sich ein Bedarf von 0,035 g Stickstoff bzw. 0,075 g Harnstoft je 100 ml Nahr- 
losung. 

Die Stickstoffkonzentration fiir Versuchsreihe 2 betrug 0,075% Harnstoff. 

Dabei war zu beachten, daB eine Hemmung der EiweiBbildung nicht nur durch 
unzureichende Stickstoffernahrung verursacht wird, sondern auch durch Mangel an 
Phosphat, das als Baustein phosphorhaltiger Nucleinsaiuren eine zentrale Rolle bei 
der Proteinsynthese spielen soll (Damm, 1950). Nach ScuutzE enthalt EiweiBhefe 
etwa 4% P,O, i. Tr. und Fetthefe 0,6—1% P,O; i. Tr. Der Phosphatgehalt der 
Nahrlésung mufte also so hoch bemessen werden, daB er einen P,O;-Gehalt der 
Trockenhefe von mindestens 4% ermoglichte. Fiir O.K. 30 und 6% Glucosemono- 
hydrat in der Nahrlosung wurde als ausreichende Phosphatgabe berechnet ein Ge- 
misch aus 0,14 g KH,PO, und 0,07 g K,HPO, je 100 ml Nahrlosung. 

Grundnahrlésung der Liftungsversuche: 6% Glucosemonohydrat; 
0,14% KH,PO,; 0,07% K,HPO,; 0,1% MgSO,; Spur NaCl; Wuchsstoffe; aqua 
dest.; pu 6,2. Sterilisation 14% Std bei 1,2 atii. — Je Ansatz 200 ml Nahrlésung. 
KulturgefaBe: Zylindrische 1 1-Hefebeliiftungsapparate von Schott u. Gen. Als 
Antischaummittel hat sich Silicon (100 mg/200 ml Nahrlésung) sehr bewahrt. 
— Impfmaterial: Suspensionen von 4 Tage alten Wiirzeagarkulturen in sterilem 
Wasser, je Liiftungskolben die Abschwemmung von 2 Agarschragréhrchen. 

Wahrend des Wachstums trat infolge des schwachen Pufferungsvermégens der 
synthetischen Nahrlésung betrachtliche Saurebildung und Schadigung der Zellen 
ein. Es wurde deshalb der px-Wert laufend kontrolliert und durch Zusatz von ge- 
sittigter Sodalésung auf etwa px 5,8 gehalten. 

Die gebildete Hefe wurde abzentrifugiert und nach mehrmaligem Waschen mit 
destilliertem Wasser in vorgewogenen Zentrifugenglisern bei 105° C bis zur Ge- 
wichtskonstanz getrocknet. — Die Bestimmung des Fettgehaltes in der Hefe- 
trockenmasse erfolgte nach GrFFERS durch Aufschlu8 der Hefe mit starker, 
kochender Salzsaure und Ausschiitteln der Lipoide mit Ather-Petrolither. — Zur 
KiweiBbestimmung wurden die Werte der KJELDAHL-Stickstoffbestimmungen mit 
6,25 multipliziert. — Die Zuckerbestimmungen in den Nahrlésungen wurden nach 
der Methode von LeHMANN-MAQUENNE-ScHOORL durchgefiihrt. 

Die Ergebnisse wurden durch Anstellung von jeweils mindestens 3 Parallelver- 
suchen gesichert. 


4. Der Wuchsstoffbedarf von C. Reukaufii. 


In einer synthetischen Nihrl6sung ohne Zusatz von Vitaminen zeigt 
die Nektarhefe kein nennenswertes Wachstum. 


Ripper u. Mitarb. (1948) verwandten bei ihren Fettbildungsversuchen mit dieser 
Hefe komplexe Wuchsstoffe in Form von Hefe- und Pflanzenextrakten und Molke. 
Die Autoren wiesen auf den hohen Wuchsstoffbedarf der Hefe hin und vermuteten _ 
als wirksame Substanz hauptsichlich Biotin, was sie damals wegen kriegsbedingter 
Schwierigkeiten nicht exakt nachpriifen konnten. Aneurin in einer Konzentration 
von 100/100 ml Nahrlésung war wirkungslos. HisNER untersuchte den Wuchs- 
stoffbedarf von C. Reukaufii in synthetischer Nahrlésung mit reinen Vitaminen. 
Danach ist Biotin unerliBlicher Wachstumsfaktor; Aneurin steigert den Ertrag 
auch noch nach Erreichen maximalen Wachstums durch Biotin, ist aber allein ohne 
Wirkung. Kin weiterer synergistisch wirkender Faktor ist m-Inosit. Supraoptimale 
Konzentrationen dieser Wuchsstoffe fiir die Nektarhefe sind nach H1snEr jeweils 
48 my Biotin; 48 y Aneurin; 2,4 my m-Inosit je 100 ml Nahrlésung. 


Bei eigenen Versuchen war m-Inosit nur von geringer Wirkung; bei 
Biotin dagegen hat sich durch eine Erhéhung der Konzentration auf das 
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Mehrfache des oben angegebenen Wertes eine betrichtliche Zunahme 
des Ertrages erreichen lassen. Tab. 3 zeigt den Einflu8 steigender Biotin- 
mengen auf das Wachstum von C. Reukaufii, Stamm 17, bei konstanter 
Aneurinkonzentration. 

Danach werden bis zu einer Biotinkonzentration, die das 5fache der 
von HIsNER angegebenen Menge betriigt, Wachstumsgesch windigkeit, 
O.K. und K.K. stark gefordert, in der Hauptsache durch vermehrte 


Tabelle 3. HinfluB der Biotinkonzentration auf das Wachstum von C. Reukaufii. 


Wuchsstoffe je ohne 50 yA 50yA 50 yA 

100 ml Nihrldsung | Wuchsstof| °°?4 | o057B | 0,257B | 1,25yB | 12578 
ee eeeaoner 84 ont |) es - Aiti-gs 45 50 
Glucoseverbr. 

2/100 om? 0,554 | 1,76 2,50 3,87 5,50 5,41 
aera 0,059 | 0,403 | 0,542 | 1,062 | 1,675 | 2,025 
WK 10,6 Zon” 21,7 Pals 30,4 37,5 
Hett 9%, 1. Tr. — 8,6 8,1 9,2 13.8 it 
Fettkoeffizient — 2 1,8 2,5 4,1 4,2 
HiweiB % i. Tr. — 12,5 10,6 S54 38,8 40,2 
KiweiBkoeffiz. = 2,9 3 10,2 11,8 15 
KK. NM o3 26 38,5 44,8 54,3 


Nahrlosung 1, A = Aneurin, B = Biotin. 


EiweiBbildung. Mit Aneurin allein erfolgt zwar auch eine deutliche 
Wachstumssteigerung gegeniiber der Kontrolle, doch wird es sich hier 
vermutlich um einen Synergismus handeln zwischen Aneurin und. der 
geringen Menge Biotin, die in der Anstellhefe (etwa 25 mg Trockenmasse/ 
100 cm’) enthalten war. Uberraschend ist das Ergebnis des Ansatzes, 
der 1,25 y Biotin/100 cm? als einzigen Wuchsstoff enthielt. O.K. und 
K.K. sind stark erhoht gegentiber der Kultur, bei der neben der gleichen 
Menge Biotin auch noch 50y Aneurin/100 cm* gegeben wurde, so daB 
eher der Eindruck einer Hemmung als einer Forderung durch Aneurin 
entsteht. Der nachste Versuch: Steigerung der Aneuringabe bei konstan- 
ter Biotinkonzentration bestatigt diese Vermutung (Tab. 4). 

Bei den Liiftungskulturen mit Aneurinzusatz war in der durchgeblase- 
nen Luft stets ein deutlicher Alkoholgeruch wahrnehmbar, der in den 
Ansitzen ohne Aneurin viel schwacher war oder vollig fehlte. Es ist an- 
zunehmen, da beim Fehlen von Aneurin, das ja die prostethische 
Gruppe der Decarboxylase ist, die Alkoholgarung, die wie oben erortert, 
auch in der Liiftungskultur mit einem gewissen Anteil am Stoffwechsel 
beteiligt ist, eingeschrinkt wird, wodurch die Kohlenstoffquelle mehr 
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Tabelle 4. Hinflug der Aneurinkonzentration auf das Wachstum von C. Reukaufit. 


je Pei pedteritcen 1,257 B cH a Aa fer | ia 
ie nn ne Ee 
Liiftungsdauer (Std). . | 54 54 46 46 
Glucoseverbrauch | 
eINNO Ce 5 6 son | 5,5 | Nar | 5,5 O50. 
Trockenhefe | / 
INDO ES ge 5 Sa 6 | 2,029 2,046 | 1,801 1,786 
O. Ree seek eee ores 36,9 37,2 | 32,8 32,4 
Fett i Tr... 1] © 10,90 99)" 102°) 7 7 ig eal 
Fettkoeffizient ... . 4 3,2 3,9 4,1 
Iced Me, 6 5 no 38,9 39,2 | 37,6 36,9 
EiweiBkoeffizient . . . | 14,4 | 14,6 12 12 
K.K, pres 5312) Ag 4O 1 alee 


ae 
Nahrlésung 1, A = Aneurin, B = Biotin. 


oder weniger vollstandig fiir die energetisch giinstigere, aerobe Atmung 
verfiigbar wird. 

Trotzdem wurde weiterhin auf eine Aneuringabe nicht verzichtet, weil 
dieser Wuchsstoff offenbar einen fordernden EinfluB auf die Fettbildung 
und die Geschwindigkeit des Wachstums hat. Die Wuchsstoffkonzentra- 
tionen fiir die folgenden Versuche betrugen 1,25 y Biotin, 50 y Aneurin 
und 1 y m-Inosit je 100 ml Nahrlésung. 


5. Wachstum, Fett- und EBiweifbildung bet gut gérenden und 
schwach gérenden Stimmen von C. Reukaufit. 

Fiir diese Versuche wurden aus allen Bliitengruppen die Stéimme mit 
dem besten und dem schwiichsten Giirvermégen herausgesucht (vg. 
Tab. 1). Tab. 5 zeigt die Ergebnisse fiir jeweils 2 Stimme der gleichen 
Gruppe. Fetthaltige Dauerzellen werden von den gut girenden Stimmen 
in Liiftungskultur nie gebildet, wihrend sie in den Ansiitzen der schwa- 
chen Garer sowohl bei hoher als auch bei niedriger Stickstoffgabe immer 
vorhanden sind (Abb. 11 u. 12). 

Aus diesen Ergebnissen lift sich eine Reihe bemerkenswerter Gesetz- 
maBigkeiten ableiten, die an dem Beispiel zweier besonders typischer 
Staémme erliutert werden sollen. Bei Stamm 26, liegt offenbar der Ex- 
tremfall eines schwachen Giirers und guten Fettbildners vor (Tab. 6). 
Bei niedriger Stickstoffgabe erzeugt der Stamm bei sehr guter Wachs- 
tumsokonomie eine fettreiche und eiweiBarme Hefe. Durch Erhéhung 
der Stickstoffnahrung wird die Fettbildung vermindert und die EiweiB- 
bildung vermehrt, aber nur bis zu einem offenbar maximalen Wert (26%, 
KiweiB in d. Tr.), der schon bei 0,35°, Harnstoff in der Nahrlésung 
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Tabelle 5. Wachstum, Fett- und Hiweipbildung. 


Stamm 5, | Stamm 5, Stamm 771, Stamm 12, 
gutes | schwaches gutes schwaches 
| Gairverm6gen | Garvermégen Girvermégen Girvermégen 
Bliitengruppe Lamium album | Blitengruppe Salvia pratensis 
Harnstofigabe | 0,35%| 0,075% | 0,35%| 0,075% | 0,35%| 0,075% | 0,35%| 0,075% 
Liftungsdauer 
Stunden 45 61 45 61 40 52 45 61 
Glucoseverbr. 
2/100 cm? ee 5,48 Dee 5,48 oak 5,4 D2, 5,5 
Trockenhefe ; 
_g/100 em? 1,351] 1,518 Ipold| 2,286) 2721) M44 71) 1,868 
Ke. pee Fh 2G 27,6 29,2 41,8 25 25,2 32,9 34 
TRB Aile Aires || NS) ee 9,1 20,6 3,6 9,2 14,5 20 
Fettkoeffizient 1,2 Pal el 8,6 0,9 Des 4,8 7,8 
HiweiB %i.Tr,) 49 12,5 35 10,7 48,3 14 tI 31,5 11,6 
HiweiBkoeffiz. | 12,7 53,15) 10,2 4,5 9,6 3,0 10,4 3,9 
CK eee eet |S 150): 33.2 40,7 57,9 34,9 30,8 47,4 51,6 
Stamm 16, Stamm 17 Stamm 23, Stamm 20 
gutes schwaches gutes schwaches 
Garvermoégen Garvermégen Girvermogen Garvermégen 


Blitengruppe Trifolium pratense | Bliitengruppe Linaria vulgaris 


Harnstoffgabe . | 0,35%| 0,075% | 0,35%| 0,075% | 0,35%| 0,075% | 0,35%| 0,075%% 
Liiftungsd.Std 40 53 40 53 45 61 46 64 
Glucoseverbr. 
g/100 cm? . .| 5,25 5,45 5,43 5,47 5,2 5,48 5,25 5,5 
Trockenhefe 
g/100 em? . .| 1,259) 1,634 | 1,677) 2,217 | 1,279) 1,379 1,302) 1,861 
(Oe kes, oe SE 29,9 30,9 40,5 24,6 25 24,9 33,9 
Fett%i.Tr. .| 3 6,8 11,5 17,3 4,9 10,7 14,9 19,3 
Fettkoeffizient | 0,7 2,0 315) AAD) i 27 Bol 6,5 
EiweiB % i. Tr. | 40 8,7 37,8 9,4 44.6 10,7 36,0 8,8 
EiweiBkoeffiz. . | 9,6 2,6 11,3 3,8 10,9 3,0 8,6 3,8 
TR Res Se a halle te} 34,7 44.1 53,7 34,0 oe, 36,8 45,8 

Stamm 25, Stamm 26, 

gutes schwaches 
Garvermogen Garvermogen 


Blittengruppe Glechoma hederacea 
Harnstoffgabe . | 0,359%| 0,075% | 0,85%| 0,075% 


Liiftungsd.Std | 60 72 45 61 

Glucoseverbr. 

g/100 cm® . .| 5,5 5,5 5,2 5,48 
Trockenhefe 

g/100 cm? . .| 1,433] 1,050 | 1,894) 2,218 
OLKeee ea 125,08 PLO,1 36,4 | 40,5 


Fett %i.Tr. .| 4,7 ee 20,4 | 25,3 
Fettkoeffizient | 1,2 1 7,3 10,1 
HiweiB % i. Tr. | 32,9 15,9 26,3 8,6 
EHiweiBkoeffiz. .| 8,5 3,0 9,6 By) 
TKK, 6 & of ol CB 25S 54,1 58,1 


156 H. H. Martin: 


erreicht wird. Eine weitere Steigerung der Harnstoffgabe bewirkt keine 
Erhéhung des EiweiSgehaltes mehr, sondern verursacht lediglich einen 
weiteren, starken Abfall des prozentualen Fettgehaltes. Da der Riick- 
gang der Fettbildung durch entsprechend erhéhte Produktion von Ei- 
weiB nicht wettgemacht werden kann, ist die Folge, daB mit steigender 


Abb. 11, Zellen aus den Liiftungskulturen. Vergr. 450fach. Versuchsreihe 1 (0,35°% Harnstoff). 
a Stamm mit gutem, b Stamm mit schwachem Girvermégen. 


a eEEEEEEEEe 


Abb. 12. Zellen aus den Liiftungskulturen, Vergr. 450fach, Versuchsreihe 2 (0,075% Harnstoff). 
a Stamm mit gutem, b Stamm mit schwachem Giirvermégen. 


Stickstoffzufuhr eine zunehmende Verschlechterung der Wachs- 
tumsdkonomie eintritt. Auffallend ist bei Stamm 26, (Tab. 6) und 
einigen anderen schwach giirenden Nektarhefen (12,; 20; 22,) der recht 
hohe Fettgehalt auch bei StickstoffiiberschuB in der Nahrlésung. Man 
hat den Kindruck, daB zumindest bei einem Teil der Staimme mit schwa- 
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Tabelle 6. Stickstoffgabe und Okonomischer Koeffizient bei einem schwach gdrenden 
Stamm von C. Reukaufii: 26,. 
SSS 


0,5 g/100 em? | 0,35 g/100 em? | 0,075 g/100 em? 
= 0,235 g No, = 0,165 g No, | = 0,035 g Ne, 
Harnstoffgabe | woraus maximal 1,47 g | woraus maximal 1,03 g | woraus maximal 0,22 g 
= 77% HiweiBi. Tr. | = 54% i. Tr. HiweiB | = 9,9% i. Tr. Hiwei8 
gebildet werden gebildet werden gebildet werden 
konnten konnten konnten 
OO SSSFSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSMmSSSSSsSssees 
| | 
a Kees cans 33,6 36,4 40,5 
Fett % i. Tr. oi 13,3 20,4 20,0 
Fettkoeffizient . 4,5 es 10,1 
HiweiB % i. Tr. . 25,8 26,3 8,6 
KiweiBkoeffizient 8,7 9,6 3,5 
LSB eed lc 8 46,5 54,1 58,1 


chem Garvermégen eine endogene Disposition zur Fettbildung 
besteht, die innerhalb gewisser Grenzen unabhangig von den Er- 
naihrungsbedingungen ist. 

Genau umgekehrt liegen die Verhaltnisse bei dem gut girenden 
Stamm 4, (Tab.7). Bei reichlicher Stickstoffzufuhr bildet dieser 


Tabelle 7. Stickstoffgabe und Okonomischer Koeffizient bei einem gut gérenden 
Stamm von C. Reukaufii: 5,. 


Harnstoffgabe 0,35% | 0,075% 0,0375%, 
he 26,0 | 27,6 23,6 
Fett % i. Tr. in| 4,5 13) 8,8 
Fettkoeffizient . 134 Pal Qa 
EiweiB % i. Tr. . 49,0 | 12,5 9,3 
HiweiBkoeffizient PF 3,0 2.2, 
ie Gee ee 37,5 | 33,2 28,3 


Stamm viel Eiwei8. Bei Stickstoffmangel geht die Hiweifbildung 
zwangslaufig zuriick, ohne durch eine entsprechend starkere Fettbildung 
kompensiert zu werden, so da der O.K. und besonders der K.K um so 
kleiner werden, je geringer die Stickstoffkonzentration in der Nahrlosung 
ist. Diese Regel 1aBt sich nicht nur an Hand von Hinzelbeispielen, sondern 
auch statistisch belegen: Tab. 8. Die folgenden Angaben sind Mittelwerte 


Tabelle 8. Durchschnittswerte fiir O.K., K.K., Fett- und Eiweifgehalt von 10 gut 
gérenden und 10 schwach gdérenden Stimmen von C. Reukaufit. 
ee i ————— ee 


gutes Girvermégen schwaches Girvermégen 
ee 
Harnstoffgabe .... 0,35% 0,075% 0,35% 0,075% 
ee ee | 49-1 07 | 25,0-41,3 | 29,72 1,4 | 34,5 + 1,67 
wa 44 11) 80,8 + 1,6 | 42,2 41,8 | 48,1 + 2,3 
ettac/qclewL Pop tes. eens 5,3 + 0,6 10,2 + 1,2 11,9 + 1,6 19,7 + 1,2 
Weibel oulseltaennty <0) 42,6+1,6 | 18,2 + 0,9 33,9 + 1,7 10,3 + 0,7 


1 — mittlerer Fehler 4,7. 
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aus Versuchsergebnissen von jeweils 10 schwach giarenden und 10 gut 
girenden Stammen. 

SchlieBlich méchte ich noch besonders darauf hinweisen, daB auch die 
Schwesterstimme [z. B. (5,; 5,), vgl. Tab. 5] entsprechend ihrem stark 
verschiedenen Girvermégen in Liiftungskultur in sehr deutlicher Weise 
die oben abgeleitete Regel befolgen. 


Besprechung der Ergebnisse. 

Nachdem sich der vermutete Zusammenhang zwischen Garvermogen 
und Wachstumseigenschaften bestatigt hat, lassen sich 2 Varianten der 
Nektarhefe eindeutig voneinander abgrenzen. Der Gartyp von C. Reu- 
kaufii besitzt gutes Girvermogen fiir Glucose. Bei Wachstum in Lif- 
tungskultur liefert er einen relativ niederen O.K. und K.K., wobei der 
Kalorische Koeffizient bei Stickstoffmangel kleiner ist als bei Stickstoff- 
iiberschuf8. Der prozentuale Fettgehalt der Hefe ist gering und ist auch 
durch mangelhafte Stickstoffernihrung nicht wesentlich zu steigern, da- 
gegen ist der EiweiBgehalt bei guter N-Versorgung hoch. Die Hefe 
wachst in mehrzelligen SproBverbanden oder in Kreuzform; groBe ovale 
Dauerzellen werden nicht beobachtet. Dementsprechend wird auch auf 
der Objekttraiger-Kultur reichlich Pseudomycel gebildet. In Wiirzeagar- 
Strichkultur entsteht nach 4 Wochen bei 17° C ein flaches, braunliches, 
mehr oder weniger schleimig glinzendes Lager mit glattem Rand. In 
fliissiger Bierwiirze erfolgt Wachstum meist nur in Form eines Boden- 
satzes; Hefering- und Hautbildung sind selten. 

Die Stimme des Fettbildungstypus von C. Reukaufit vergiiren 
Glucose nur schwach, wachsen aber in Liftungskultur sehr tippig und 
liefern im Durchschnitt einen bedeutend héheren O.K. und K.K. als die 
Stiimme des Giirtyps. Die Hefe hat einen hohen prozentualen Fettgehalt 
und einen recht niederen KiweiBgehalt, auch bei reichlicher Stickstoff- 
ernahrung. Wie zu erwarten, werden dabei sehr viele groBe, ovale, fett- 
reiche Dauerzellen gebildet, die auch bei der Priifung auf Fahigkeit zur 
Pseudomycelbildung auf Objekttrigerkulturen entstehen. Pseudo- 
mycel fehlt meist ganz. Bei der Wiirzeagar-Strichkultur entsteht ein 
cremefarbiges, gewolbtes Hefelager mit glanzloser, glatter oder schwach 
gerauhter Oberfliiche und gekerbtem Rand. In fliissiger Bierwiirze 
von 10° Balling tritt nach 8—14 Tagen starke Hefering- und Hautbildung 
ein, was als Anzeichen fiir einen intensiven Atmungsstoffwechsel ge- 
wertet werden kann. 

Alle beschriebenen Merkmale sind bei den untersuchten Staémmen inner- 
halb einer Beobachtungszeit von mehr als 2 Jahren konstant geblieben. 

Die systematische Diagnose von LoppER u. KrREGER-VAN Riv fiir die 
Art Candida Reukaufii (Griiss) Diddens et Lodder ist daher wohl in 
einigen wesentlichen Punkten der Erginzung und Erweiterung bediirftig ; 
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doch scheint eine Auftrennung der species in mehrere Arten oder Unter- 
arten auf Grund der vorliegenden Ergebnisse weder gerechtfertigt noch 
ratsam in Anbetracht der taxonomischen Schwierigkeiten, die bei den 
anaskosporogenen Hefen bereits in besonders hohem MaBe bestehen. 
Allein schon die Tatsache, daB das typischste und innerhalb des Hefe- 
reiches einzigartige morphologische Element der Nektarhefe, namlich die 
Kreuzform im Bliitennektar und in analogen, synthetischen Medien bei 
allen Staémmen beobachtet wird, gleichgiiltig ob sie dem Giartyp oder 
dem Fettbildungstyp angehoren, spricht gegen eine solche Teilung. 
AuBerdem befriedigt auch vom rein biologischen Standpunkt aus eine 
strenge Trennung von Gir- und Fettbildungsvariante der Nektarhefe 
nicht recht. Nach den oben mitgeteilten Beobachtungen iiber die Aus- 
bildung von verfetteten Dauerzellen im Nektar verwelkender Bliiten! und 
tiber die Bedeutung der Fettzellen fiir die Uberdauerungsfahigkeit der 
Hefen kann es kaum zweifelhaft sein, da8 die Dauerzellenbildung fiir die 
Uberdauerung und Verbreitung der Nektarhefen in der Natur von Be- 
deutung ist. Der Ubergang der im Kreuzform-SproBverband wachsenden 
Nektarhefe in die mit Fett beladenen Dauerzellen ditrfte weitgehend 
identisch sein mit dem bei gewissen niederen Algen (v. Witscu, v. DENF- 
FER) eingehend untersuchten Wechsel zwischen einer Wachstumsphase 
und einer mit stark verlangsamtem Wachstum und reichlicher Anhaufung 
von Fett in den Zellen einhergehenden Speicherphase: ,,Konkordanz‘‘- 
bzw. ,,Diskordanz-Zustand‘‘ nach Drenx. Die Dauerzellen gelangen mit 
den abfallenden Bliiten in den Boden und von dort aus im Sinne eines 
Hansenschen Hefekreislaufes wieder in neue Bliiten, wobei Insekten, und 
zwar nach Horr und nach eigenen Beobachtungen hauptsachlich Ameisen, 
als Ubertrager in Frage kommen. Wie sollte dann aber die natiirliche Ver- 
breitung des Girtyps der Nektarhefe, der zu einer Bildung von Fett- 
zellen und somit von Uberdauerungsorganen nicht oder nur in beschriank- 
tem Umfange fahig ist, vor sich gehen? 

Es liegt nahe, zur Erklarung dieser Verhaltnisse an Sexualitatsvor- 
gange zu denken, durch deren Entdeckung bei einigen anderen Hefearten, 
z. B. bei Zygosaccharomyces (WINGE u. LauTSEN; BARKER) bisher als 
vollig getrennt betrachtete Formen mit starken morphologischen und 
physiologischen Unterschieden als verschiedene Generationen ein und 
derselben Spezies erkannt wurden. Indessen liegen hierfiir bei Candida 
Reukaufii noch keinerlei Beobachtungen vor, da eine Deutung der in 
Abb. 10 gezeigten Hautanhangsel an alten Dauerzellen als leere Asci in 
Analogie zu WINDIScH vorerst noch nicht moglich ist ; eine Entscheidung 
dieser Frage mu weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben. 


1 Die Bildung fetthaltiger Dauerzellen in der Natur war von Ripret u. Mitarb. 
(1948) noch nicht beobachtet worden; diese Autoren sahen deshalb die Fettbildung 
in Liiftungskultur als einen erzwungenen Vorgang an. 
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Im Gegensatz zu RruKAvrF kann das Vorhandensein einer bestimmten 
,,Rasse‘‘ der Nektarhefe in jeder Bliitenart nicht festgestellt werden. 
Beide Varianten der Hefe, der Gartyp und der Fettbildungstyp kommen 
in allen untersuchten Bliittengruppen vor und kénnen aus ein und der- 
selben Bliite isoliert werden. SchlieBlich scheinen auch die ékologischen Be- 
dingungen, unter denen die Existenz solcher ,,Rassen‘* nur méglich ware, 
nicht gegeben zu sein. Die Nektarhefe wird durch honigsaugende Insekten, 
vor allem durch Hummeln und Bienen von einer Bliite in die andere ge- 
bracht. Diese Ubertriger miiBten also stets nur die gleichen Pflanzen 
befliegen, damit die Nektarhefe immer wieder in ihre spezifische Bliitenart 
gelangen wiirde. Nun ist zwar eine Bliitenstetigkeit der Bienen bekannt, 
und KuGLER hat auch fir Hummeln nachgewiesen, daB die Honigsamm- 
lerinnen im allgemeinen nur eine Pflanzenart befliegen. Daneben konnte 
er aber auch beobachten, daB diese Regel oft durchbrochen wird, wenn 
gerade mehrere Bliitenarten gleichzeitig gute Tracht liefern. Aber selbst 
bei absoluter Bliitenstetigkeit miissen die Insekten doch spatestens nach 
dem Verbliihen einer bestimmten Pflanzenart eine neue Futterquelle 
aufsuchen und damit die Hefe in eine andere Bliitenart tibertragen. DaB 
dabei eine griindliche Durchmischung ,,bliitenspezifischer Nektarhefe- 
rassen‘‘ stattfinden wiirde, kann nicht zweifelhaft sein. 

Als wichtigsten Faktor fiir die Ausbildung der ,,Bliitenrassen‘ der 


Nektarhefe bezeichnet REUKAUF die unterschiedliche Beschaffenheit des — 


Nektars bei verschiedenen Pflanzenarten. Nach BrurLeR (vgl. auch 
Wyxes) schwankt dessen Zusammensetzung bei verschiedenen Bliiten- 
arten tatsichlich, aber es handelt sich dabei fast ausschlieBlich um 
Unterschiede im prozentualen Zuckergehalt und im Verhaltnis Rohr- 
zucker : Invertzucker. Andere wirksame Substanzen wie z. B. Aschen- 
bestandteile und Stickstoffverbindungen sind im Nektar nicht in meB- 
baren Mengen vorhanden. AuBerdem konnte BruTLER zeigen, daB der 
Zuckergehalt des Nektars auch bei der gleichen Pflanzenart nicht kon- 
stant ist. Die Zuckerkonzentration andert sich in Abhangigkeit von der 
Luftfeuchtigkeit und auch das Rohrzucker-Invertzuckerverhialtnis 


schwankt im Tag-Nachtrhythmus von Assimilation und Dissimilation und — 


bei Anderungen der Assimilationsintensitiat, verursacht durch wechsel- 
hafte Sonnenbestrahlung. Man kann daher wohl annehmen, daB die gering- 
fiigigen Unterschiede in der Gestaltung der ,,Kreuzformen“ in verschiede- 
nen Bliitenarten, die REUKAUF als ein wichtiges Argument fiir die Existenz 
seiner Bliittenvarianten der Nektarhefe wertete, und die sich hauptsichlich 
in einer mehr oder weniger grazilen Ausbildung der Zellen aiuBern, weit- 
gehend durch den gerade vorherrschenden Zuckergehalt und die damit 
verbundene osmotische Wirksamkeit des betreffenden Nektars zustande 
kommen. Daf an sich die Kreuzformen durch die Wirkung hoher Zucker- 
konzentration zustande kommen, ist ja bekannt (Gruss, HAUTMANN). 
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Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse. 

1. Aus den Bliiten von 5 verschiedenen Pflanzenarten wurden insge- 
samt 46 Stamme der Nektarhefe Candida Reukaufii als Einzell-Kulturen 
isoliert. Auf die Isolierungen mehrerer Schwesterstamme aus ein und der- 
selben Bliite wurde besonderer Wert gelegt. 

2. Die untersuchten Hefen konnten in 2 Gruppen eingeteilt werden, 
fiir die jeweils eine Kombination bestimmter Eigenschaften charak- 
teristisch ist: 


I. Gartyp der Nektarhefe: 

‘a) gute Bildung von Pseudomycel, 

b) auf Bierwiirzeagar Wachstum als flaches, braunliches, schleimig glanzendes 
Lager, 

c) gute Vergairung von Glucose, 

d) in Liiftungskultur 6konomischer Koeffizient und prozentualer Fettgehalt der 
Hefe niedrig; hoher prozentualer EiweiBgehalt, Wachstum in Form von SproB- 
verbanden. 


II. Fettbildungstyp der Nektarhefe: 


a) Fahigkeit zur Pseudomycelbildung kaum oder nicht vorhanden, 

b) auf Wiirzeagar Wachstum als gewoélbtes, cremefarbiges Lager, ohne Glanz, 

c) schwache Vergirung von Glucose, 

d) in Liiftungskultur dkonomischer Koeffizient und prozentualer Fettgehalt 
hoch; EiweiBgehalt niedriger als beim Gartyp. Wachstum als Hinzelzellen; reich- 
liche Bildung groBer, ovaler, fetthaltiger Dauerzellen, besonders bei mangelhafter 
Stickstoffernahrung. 


3. Diese zwei Varianten wurden bei allen untersuchten Pflanzenarten 
gefunden. Das bevorzugte Auftreten eines der beiden Typen in einer 
bestimmten Bliitenart konnte nicht festgestellt werden. Fettbildungstyp 
und Gartyp wurden mehrfach aus ein und derselben Bliite isoliert. 

4. Kinige Stémme des Fettbildungstyps, unter ihnen besonders 
Stamm 26, bleiben vom Kohlenstoff/Stickstoffverhaltnis in der Nahr- 
lésung weitgehend unbeeinfluBt. Auch bei kleiner werdendem C/N-Ver- 
haltnis, das normalerweise die Proteinsynthese fordert und die Fett- 
bildung unterdriickt, steigt der EKiweiBgehalt der Hefe nicht tber einen 
recht niederen Maximalwert an, wihrend der Fettgehalt erst bei sehr 
kleinem C/N-Verhiltnis wesentlich unter die bei groBem C/N-Verhaltnis 
beobachteten hohen Werte sinkt. 
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Keimungsphysiologische Untersuchungen 
mit Sporen von Erysiphe graminis. 


Von 
K. H. DoMScH. 


Mit 4 Textabbildungen. 


(Eingegangen am 8. Dezember 1953.) 


Bei Infektionsversuchen mit Erysiphe graminis an Gerste (DomscH 
1953) wurden folgende Beobachtungen gemacht: 1. Der mit einer Auf- 
schwemmung von Conidien! erzielbare Infektionserfolg ist abhaingig von 
der Dichte oder Konzentration der Suspension, d.h. von der Anzahl 
Sporen/ml Suspensionsmittel. 2. Sporen verschiedenen Alters fiihren bei 
konstanter Dichte der Suspension zu verschiedenen Befallsintensitaten. 
3. Der Wirkungsgrad einer Sporensuspension sinkt nach Aufschwemmung 
der Sporen zunichst sehr stark ab und halt sich dann tiber lingere Zeit 
auf nahezu gleicher Hohe. 


Sofern in den Arbeiten friiherer Autoren bei Infektionsversuchen der Konzen- 
tration der Sporensuspension Beachtung geschenkt worden ist, findet man fiir eine 
Auswahl verschiedener Parasiten: Gibberella Zeae (ANDERSEN 1948), G. Saubinetir 
(Dickson 1923), Tilletia triticina (HpaLp 1921), Synchytrium endobioticum (GLYNNE 
1925) die Angabe, daB mit steigender Sporenzahl in der Aufschwemmung der Infek- 
tionserfolg linear oder in einer logarithmischen Kurve ansteigt. Nur von MEYER 
(1950) wurde fiir Hrysiphe graminis eine Beobachtung mitgeteilt, die mit unseren 
Befunden weitgehend iibereinstimmt. Es ist weiterhin aus der Literatur bekannt 
(MretzcER 1942), daB Mehltausporen nach 48 Std unter natiirlichen Verhaltnissen 
keine Keimfahigkeit mehr besitzen; wahrend nach Angaben von SEmMpPro und 
Castort (1950) die Conidien vom 2. bis zum 4. Tage nach der Bildung die héchste 
Vitalitaét haben sollen. Diese Periode ist durch hohe Keimprozente und hohe Keim- 
schlauchlangen charakterisiert. 


Es war das Ziel dieser Arbeit, die Ursachen fiir die oben mitgeteilten 
Beobachtungen an Mehltausporen zu ermitteln. 


I, Material und Methode. 

Als Wirtspflanze wurde eine gegen Mehltau hochanfallige Sommergerste 
verwendet. Da die numerische Erfassung des Infektionserfolges nur mit 
groBem Arbeits- und Materialaufwand méglich ist, sollte der unterschied- 
liche Wirkungsgrad der Sporensuspensionen auf einem kiirzeren Wege 
als tiber den Infektionsversuch ermittelt werden. Die Mehltausporen 


1 Tm folgenden ,,Sporensuspension“. 
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selbst erwiesen sich als gut geeignete Testobjekte, da in verschieden — 
zusammengesetzten Suspensionen erhebliche Unterschiede in den Keim- 
prozenten auftraten. Es war zu erwarten, da keimungsphysiologische — 
Versuche einen Beitrag zur Klirung der aufgeworfenen Fragen liefern 
wiirden. 


Als MaB fiir die Beurteilung der Versuche dienten die Keimprozente. Die Aus- 
wertung wurde insofern vereinfacht, als die Keimschlauch lange nicht beriicksichtigt 
wurde (vgl. Tompkins 1932). Jeder Ansatz eines Keimschlauches galt als ,,gekeimt™’, 
wobei in den meisten Fallen geringe Keimprozente mit kurzen Keimschlauchlangen — 
und umgekehrt — einhergingen. Die Keimprozente wurden nach Auszahlen von 
200—1000 Sporen, je nach GréBe der zu sichernden Differenz, errechnet. Die 
Keimdauer betrug, wenn nicht anders angegeben, 24 Std; die Temperatur 20—25° C. 

Soweit es notwendig war, Sporen gleicher Anzahl in verschiedenen Suspensions- 
mitteln aufzunehmen, wurde von einer gréBeren Menge Sporensuspension die er- 
forderliche Anzahl gleicher Teile hergestellt. Die Proben wurden dann scharf zen- — 
trifugiert, nachdem ein Vorversuch erwiesen hatte, daB das Zentrifugieren in weiten 
Grenzen die Sporenkeimung nicht beeinfluBt. Das iiberstehende Wasser (1. Suspen- 
sionsmittel) wurde danach abgegossen, und die Sporen wurden mit der gleichen 
Menge der gewiinschten Fliissigkeit (2. Suspensionsmittel) erneut aufgenommen. 

Zur Erhodhung der Genauigkeit empfiehlt es sich, graduierte Zentrifugenglaser 
zu verwenden, denn trotz sorgfaltiger Verteilung der Suspension ist beim spiteren 
Auszahlen der Sporendichte in den einzelnen Proben noch mit einem Fehler von etwa 
10% zu rechnen. 

Da Sporen, die von befallenen Gerstenblattern trocken in ein Reagensglas 
gestaubt wurden, im Gegensatz zu abgespiilten Sporen nur schwer benetzbar waren, 
wurde als erstes Suspensionsmittel — wenn notwendig — Dodecylsulfat (10-4 g/l) 
verwendet. Es ist zu erwaihnen, daB dieses Netzmittel als Keimmedium (2. Suspen- 
sionsmittel) nicht ohne Wirkung auf die Sporenkeimung ist (Tab. 1). 


Tabelle 1. Hinflup verschiedener Suspensionsmittel auf die Keimung der Conidien von 
Erysiphe graminis. 


Suspensionsmittel Keimprozente 
Aqua, tridestillata .2) asa; odd: Ate Ab-<tomrs wernper a thief; Beh. 31 
*s + Na-laurylsulfonat 10“ g/l... ... 2... 9 
FF + Na-laurylsulfonat 10-4 g/l... 2... 1. | 9 
% +--Dodecylsulfat, 10F*. g/1 inj &) ale h ve KI. dh 42 
os + Dodecylsulfat 10-4 g/l... ams 49 
s + Dodecylsulfat 10-4 g/l +- Nacl 0, 16 mol. — 12 
4 + Dodecylsulfat 10-4 eft + Glucose 0,16 mol . 20 
a + NaCl0,16mol. ... ra aay Aa 13 
iy {>> Glucose 0:16 mol ages ee 25 


Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB destilliertes Waser offenbar uneingeschrankt 
als Keimmedium geeignet ist', und daB physiologische Kochsalzlésung sowie eine 
entsprechende Glucoselésung die Keimprozente herabsetzten. Von den zwei 
angewandten Netzmitteln ist Dodecylsulfat das geeignetere. In einer Konzentration 
von 10~ g/l (bei Mehltausporen Grenze der Netzwirkung) ist sogar eine deutliche 


* Der theoretische Wert von 100% gekeimten Sporen wurde in den Versuchen 
nicht erreicht. 
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Foérderung der Sporenkeimung gegeniiber der Wasserkontrolle zu beobachten. Wei- 
tere methodische Angaben sind aus der Beschreibung der Versuche zu ersehen. 

Die Ergebnisse wurden, sofern das notwendig erschien, statistisch ausgewertet. 
Die Signifikanz fiir die Trennbarkeit zweier MeBwerte wird durch P-Werte wieder- 
gegeben (PArau 1943). 


II. Die Versuche. 


1. Hinflup der Sporenkonzentration auf die Keimung. 


Es wurden bei diesen Versuchen Sporensuspensionen hergestellt (1,5 - 10° Sporen/ 
ml) und jeweils mit dem gleichen Suspensionsmittel in 5 Stufen auf die Hialfte der 
vorhergehenden verdiinnt. 

Die eindeutige Abhaingigkeit der Keimprozente von der Sporenzahl 
im Keimmedium ist aus der Darstellung eines dieser Versuche in Abb. 1 


Keimprozente 


1 Ei, if iu 
6 8 $ 2 7 
verdinnungsgrad 


Abb. 1. Abhingigkeit der Sporenkeimung von der Konzentration der Suspension. Die drei Kurven 
geben die Verhiiltnisse bei drei aufeinanderfolgenden Zihlungen am gleichen Material wieder. 


ersichtlich. Mit zunehmender Sporendichte (1/1 entspricht der héchsten 
Konzentration) sinkt der Anteil gekeimter Sporen. Zugleich wird hier 
die VerlaiBlichkeit der Methode herausgestellt: Drei Auswertungen des 
gleichen Materials ergaben befriedigend tibereinstimmende Werte. Zur 
Information iiber die statistische Trennbarkeit der Werte sei ein weiterer 
gleichartiger Versuch angefihrt (Tab. 2). 

Da die Sporen in vollig nahrstoffreiem Wasser aufgeschwemmt wurden, 
kommen als Ursachen fiir die Zuriickdrangung der Keimung in starken 


Tabelle 2. Keimprozente von Sporensuspensionen verschiedener Dichte. Der P- Wert 
ist jeweils auf die zwei aufeinanderfolgenden Werte der Keimprozente zu beztehen. 


Verdiinnungsstufe Keimprozente / Mittlere Abweichung | P-Werte 
a a  EEEESSEEEEP EERE 
1/1 3,5 | 0,7 0,01 
— oe he <0,0027 
uA ey | aay | <0,0027 
1/8 46 | 2,4 | 0,0027 
1/16 | 61 | 2,6 | 0,13 


1/32 67 | 2,9 : 
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Suspensionen folgende Moglichkeiten in Frage: 1. Sauerstoffmangel, 
2. starke Kohlensiure-Anreicherung im Keimmedium, 3. Anreicherung 
einer vom Pilz (Spore oder Keimschlauch) ausgeschiedenen Substanz 
auBer CO,, 4. Beeinflussung des Keimmediums durch Fremdstoffe. 

Grundsitzlich wire damit zu rechnen, daB Bakterien oder andere Ver- 
unreinigungen das Keimmedium beeinflussen, da der Pilz nicht auf 
steril angezogenen Pflanzen kultiviert wurde. Die Entwicklung von 
Bakterien ist aber wihrend der Keimungsdauer so gering, da man diese 
Méglichkeit vernachlassigen darf. 


Wichtiger ist die Frage, ob Sauerstoffmangel im Laufe der Keimung ~ 


eintritt, der durch Diffusion nicht in der gleichen Geschwindigkeit aus- 
geglichen werden kann. Es wurde zunichst versucht, die Bedingungen im 
Keimmedium durch Beliiftung mit reinem Sauerstoff zu verbessern. 


Um wahrend der Durchliiftung eine Einengung der Fliissigkeit zu vermeiden, 
wurde vor das Versuchsréhrchen eine Flasche mit destilliertem Wasser geschaltet. 
Beliiftungsdauer 17 Std, Strémungsgeschwindigkeit des Gases durch 30 ml Sporen- 
suspension: 15 ml/min, Dichte der Suspension: 8 - 10° Sporen/ml (Tab. 3). 


Tabelle 3. HinfluB einer Durchliiftung der Sporensuspension auf die Keimung. 


Durchliiftet an ‘ dere, Sicherung gegen 
mit Keimprozente Mittlere Abweichung | Kontrolle (P-Werte) 
| ‘ 5) 
4No eS eee ee ee ee 4,0 | - | x 0 0027 
Kontrolle =<. 3 «+ 20,0 1,5 : 


Die Ergebnisse zeigen, da Sauerstoff in einer starken Suspension die 
Keimungsbedingungen verbessert. Durch Einleiten von reinem Stick- 
stoff wird das Keimmedium bis auf die Halfte des normalen Gehaltes an 
Sauerstoff verarmt!, die Keimprozente sinken erwartungsgemaB stark ab. 


Tabelle 4. Hinflup von Durchliiftung und Sauerstoffabsorption auf die Sporenkeimung 
in fliissigen Medien. 


| l 


Keimprozente | Mittlere Abweichung / 


Sicherung gegen 


Art der Behandlung . 
| | | Kontrolle (P-Werte) 
Durchluftet . . . « 35 2 
urehlti tet | 65 2,5 / 0,0027 
O,-frei oe ee a ae | 15 | 1,4 | =< 0.0027 
Kontroliots. seme cee 29 3,0 | * 


In einem weiteren Versuch wurden Rohrchen teils mit Zimmerluft durch- 
liftet und andererseits durch einen Wriaut-Burry-Verschlu8 weitgehend 
sauerstoffrei gehalten. Es ergaben sich die —fiir einen Versuch —in Tab. 4 
zusammengestellten Keimprozente. 


* Im Losungsgleichgewicht mit der Luft enthalt Wasser bei 20° C 6,4 ml O,/l, bei 
einem Sauerstoffdruck von 760 mm Hg 31 ml O,/I. 
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Beltiftet man nach AbschluB des Versuches die sauerstoffreic Kultur, 
so sind nach 24 Std tiber 50% gekeimte Sporen auszihlbar! Die Sporen 
‘werden also nicht irreversibel geschadigt. 

Mit diesen Ergebnissen ist ein Faktor, der die Sporenkeimung in 
starken Suspensionen beeinflussen kann, deutlich herausgestellt. Man 
wird aber daran denken miissen, da8 sowohl Durchliiftung als auch 
Sauerstoffentzug in der im Versuch angewandten Weise extreme Ver- 
schiebungen der Keimungsbedingungen darstellen, wie sie sich im Laufe 
der Keimung nicht unbedingt einstellen werden. Es wurde deshalb unter- 
nommen, die absolute GréBe der Sauerstoffaufnahme einer Sporensus- 
pension in der Warsure-Apparatur zum Vergleich zu messen. Der 
Sauerstoffverbrauch einer frisch angesetzten Sporensuspension lag im 
Bereich des MeBfehlers! Der Sauerstoff gerat wahrscheinlich unter nor- 
malen Bedingungen garnicht ins Minimum. Die Keimungshemmung in 
starken Suspensionen mu8 dann auf andere Faktoren zuriickgefiihrt wer- 
den. Diese Annahme gewinnt an Bedeutung, wenn man zur Beurteilung 
die Ergebnisse zweier weiterer Versuche heranzieht: 

1. Staubt man Sporen trocken auf eine Glasplatte auf, die man dann 
in eine sauerstoffreie, feuchte Kammer bringt, so wird die toxische Wir- 
kung eines Stoffwechselproduktes, das sich in den bisher dargestellten 
Versuchen méglicherweise im Wasser anreichern kénnte und in der L6- 
sung seine Wirkung entfaltet, ausgeschaltet. Eine Keimungshemmung 
ware in diesem Falle allein auf die Hemmung der Atmung zuriickzuftih- 
ren. Die Ergebnisse aus 5 Versuchen gibt Tab. 5. 


Tabelle 5. HinfluB der Sauerstoffabsorption auf die Sporenkeimung in feuchter Kammer. 


Sicherung gegen 


Keimprozente Mittlere Abweichung Kontrolle (P- Werte) 
O)F=fren yin us Wes. 46 2,6 4 
iormagollte® 5 a 5 43 2,8 : 
CEES es I Wetenn gare aa 67 Be 0.4 
OntrOUes so cpu, 4 63 | 3,9 ; 
Ops agetie, Aaa Hemet 73 DT 0.008 
EOMUUTOUE 2p us 62 2,8 | ; 
(ORs eee ee 52 | Syl | 0.03 
montrollen:. . .. «. 4] | elk | : 
Oo -Ired abe ss peep. J 47 2,6 0.08 
eomerollemges =... | 38 | 2,8 | : 


In diesen Versuchen ergaben sauerstoffreie Kulturen und Kontrollen 
keine signifikant trennbaren Werte. Es ist zwar auch hier festzustellen, 
daB die Keimung in sauerstoffreier Atmosphire schlechter als unter nor- 
malen Bedingungen verlauft, aber ein Vergleich des Quotienten: ,,Keim- 
prozente der Kontrolle/Keimprozente sauerstoffrei bei Keimung in 
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feuchter Kammer und in waBriger Suspension gibt im ersten Falle im 
Durchschnitt (Mittelwert aus mehreren Versuchen) einen Wert von 1,1 
und im zweiten Falle 1,6. Im Wasser ist also die Hemmung unter Sauer- 
stoffmangel gréBer als in feuchter Luft. 
2. Durch Na-azid laBt sich die Sporenkeimung hemmen. In einem Vor-_ 
versuch wurde folgende Konzentrationsabhingigkeit ermittelt (Tab. 6): 
Ware in einer starken Sporen- 


Tabelle 6. Hinflup von Na-azid suspension gegeniiber einer ver- 
auf die Sporenkeimung. diinnten die Keimungshemmung 
Bei 0,01 mM Azid 30% gekeimte Sporen allein auf die Herabsetzung der” 
mag pHNeoe Ny so J Sauerstoffversorgung zuriickzu- 
fe TOM sae ea 7oR A pe fiihren, so miiBten nach Na-azid-— 
»» Kontrolle 46% 3 Zusatz in der Halbwertkonzentra- 


tion die Differenzen in den Keim- 
prozenten aufgehoben werden, denn der im Minimum befindliche Sauer- 
stoffaktor wire durch Blockierung der Atmungsfermente in allen Sporen 
ausgeschaltet. In dem entsprechenden Versuch wurden 3 Sporenkonzen- 
trationen verwendet (stark, mittel, schwach); aufgeschwemmt wurde ein- 
mal in Wasser, zum anderen in 0,01 mM Na-azid. Aus Tab. 7 sind die Werte 


Tabelle 7. Wirkung von Na-azid in verschieden konzentrierten Sporensuspensionen. — 


Max, Art der Sporensuspension | Keimprozente | {ag | piece ee 
1 Stark/Wasser . | 25 / 2,1 | (2-1) 0,0027 
2 Mittel/Wasser. . . . 45 2,9 (8—2) 0,02 
3 Schwach/Wasser .. | 55 shy (6B—4) 0,0027 
4 Stark/Azid. ... . | 13 a8 (6—5) 0,4 
5 | Mittel/Azid. .... 38 2,3 (1—4) <0,0027 
| (2—5) 0,06 
6 Schwach/Azid . . . | 41 3,1 (8—6) <0,0027 


zu ersehen. Da von der starken zur schwachen Suspension der Anstieg 
der Keimprozente erhalten bleibt und die Differenzen nicht durch Azid- 
Blockierung nivelliert werden, darf wie oben gefolgert werden, da ein 
zusitzlich hemmendes Prinzip in der Sporensuspension vorhanden ist. 

Wenn bisher gezeigt wurde, daBi nicht allein Sauerstoffmangel 
die Sporenkeimung begrenzt, so ist zu beachten, daB keimende Pilz- 
sporen zum Teil sehr CO,-empfindlich sind!. Wenn sich CO, im Keim- 
medium anreichern sollte, so miiBte es zu einer pu- Verschiebung in der 
Suspension kommen; es iindert sich jedoch der py-Wert von starken 
sowie schwachen Aufschwemmungen im Verlauf der Keimung nicht meB- 


* Hemmung von Rostpilzsporen ab 1% (Stock, 1931). Vgl. auch Angaben von 
Bropie u. Jonns (1946), BRopre u. Neureip (1942) sowie Corner (1935) iiber 
Erysiphe. 
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bar. (Die Werte liegen wahrend einer Dauer von 24 Std um 0,1—0,2 pu- 
Werte unter der Wasserkontrolle.) Aber auch der pu- Wert von CO,-ge- 
sdttigtem destilliertem Wasser bleibt iiber 24 Std in einer unbewegten 
Flissigkeit konstant, die Einstellung des Lésungsgleichgewichtes erfolgt 
also nicht wihrend der Dauer eines Keimversuches. Offen bliebe demnach 
die Méglichkeit, daB bereits sehr geringe CO,-Mengen hemmend wirken. Die 
folgende Zusammenstellung zeigt allerdings, daf in einer gesittigten CO,- 
Lésung von der Verdiinnung 1/100 an — das entspricht einem CO,-Gehalt 
des Wassers von etwa 1,7 mg/1 gegeniiber dem normalen Regenwasser von 
0,6 mg CO,/1 — und einem pg von 5,6 die Keimung moglich ist (Tab. 8). 


Tabelle 8. Wirkung eines abgestuft kohlensawren Mediums auf die Sporenkeimung. 


| 


Verdiinnungsstufe pu des Keimmediums Keimprozente 
1/1 4,00 | 7 
1/10 4,75 27 
1/100 5,60 36 
1/1000 | 5,95 36 
Kontrolle 6,25 — 


Dieser CO,-Gehalt wird aber in der Sporensuspension wahrend der 
Keimung nicht entfernt erreicht, wie die oben angefiihrten pq-Messungen 
zeigen. Auch in der WarsurG-Apparatur ist keine wesentliche CO,-Bil- 
dung in der Sporensuspension me8bar. 

Die Frage nach der O,- und CO,-Abhangigkeit der Sporenkeimung 
wurde hier so eingehend dargestellt, weil die Ergebnisse zu der Konse- 
quenz fiihren, da8B ein von der Spore ausgeschiedener Stoff auper CO, in 
der Sporensuspension die Keimung beeinfluft. 

Wenn wir annehmen wollen, daB sich eine noch unbekannte Substanz 
in der Sporensuspension anreichert, so ist zu erwarten, daB die hemmende 


Tabelle 9. Hinflup des Zentrifugates von Keimmedien auf die Keimung frisch geernteter 
Sporen in mittlerer Suspensionsdichte. 


3 Mittlere Sicherung gegen 
Keimprozente Abweichung Kontrolle (P-Werte) 
Kontrolle Hitt ee roy 4 60 O20 0,0027 
FMB GURU HE? R09 CRW eae Retr ogee 45 3,6 
ontrollemee es eee ae hoe | 59 4,4 0.0027 
AEMiritugabesaw. cee Boe a se 38 2,5 Se aa 
Kontrolle hawt panes A! 45 2,6 < 0,0027 
Wombiriiugats ts os, sisio 0 ot ee 28 2,9 
Kontrolles centaeh. Athie olla eed 38 2,1 | < 0,0027 
Zentrifugat ©... ill 1,4 
Pcgntroilewss “sma sisal x 52 | 3,1 < 0,0027 
FACTGr ini esbeim. Out etme a Peres hte 28 2,6 
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Wirkung des Stoffes auch im Zentrifugat einer 24 Std alten Sporen-— 


suspension wiederzufinden ist. Einige Ergebnisse solcher Versuche sind 

in Tab. 9 zusammengestellt, sie stimmen mit der Erwartung tberein. 
Ein weiterer Beleg fiir die von dem Zentrifugat ausgehende Hemmwir- 

kung sind die Keimprozente einer Zentrifugat-Verdiinnungsreihe (Abb.2). 


Um fiir weitere Versuche nicht allein auf den Keimungstest angewiesen - 


zu sein, und da es als erwiesen gelten konnte, daB geringe Mengen einer 
pilzeigenen Substanz in das Keimmedium abgegeben werden, wurde nach 
einer chemischen Nachweisreaktion fiir diesen Stoff gesucht. Es 


zeigte sich, da unter anderem Phosphorwolframsaure(PW)-Reagenz — 


7§ 
2 S 
s 50 S 
N nena 
S § 
& 
& 
0 
Bt LORE aS: 7 ui Z 
or esi, % 8 # 2 7 
Anteil Zentrifugat Verdinnungsgrad 
Abb. 2. Wirkung eines in verschiedenen Stu- Abb. 3. Abhangigkeit der Extinktion vom Ver- 
fen verdiinnten Zentrifugates einer 24 Std diinnungsgrad einer Sporensuspension. Die in 
alten Sporensuspension auf die Keimung die Kurve eingetragenen Zahlen geben die Kon- 
frisch geernteter Sporen. zentration der Sporen in 10° Sporen/ml an. 


(nach Form) in einem Zentrifugat, das die Keimung der Mehltausporen 
betrachtlich zu hemmen vermochte, stark reduziert wird!. 

In Ermangelung einer BezugsgréBe sind im folgenden die im Kompensations- 
photometer gemessenen Extinktionen (blaue Farbe) bei gleichem Filter (620 my) 
und gleicher Schichtdicke angegeben. Da sowohl trocken abgenommene Sporen als 
auch von Blattern abgeschwemmte nach Suspendierung ein reduzierendes Zentri- 
fugat lieferten, nicht aber Wasser, in dem Gerstenblatter griindlich aufgeschiittelt 
worden waren, durfte mit Sicherheit angenommen werden, daB die reduzierende 
Substanz nur vom Pilz ausgeschieden wird. 

Zum AbschluB der Versuche iiber den EinfluB der Sporenkonzentration 
sei ein Versuch (Abb. 3) wiedergegeben, bei dem in dem Zentrifugat ver- 
schieden starker Suspensionen die PW-Reduktion bestimmt wurde. Die 
Kurve zeigt, daB mit steigender Sporendichte die Extinktion im gleichen 
Verhiiltnis ansteigt. 

Ergebnis: Die Sporenkeimung kann durch Sauerstoffmangel und starken 
Kohlenstiuregehalt des Keimmediums begrenzt werden. In starken Suspen- 
sionen kommen diese Faktoren nicht fiir die Keimhemmung in Betracht. 


-) daw iewait die reduzierende Substanz mit der toxisch wirksamen identisch ist, 
konnte noch nicht vollig geklart werden. Entsprechende Versuche sind im Gange. 
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In das Keimmedium von Mehltausporen geht ein Stoff iiber, der sich je 
nach der Menge der Sporen in seinen relativen Konzentrationen biologisch 
und chemisch nachweisen lift. 


2. Hinflup des Sporenalters auf die Keimung. 


Aus den oben genannten Infektionsversuchen liegt weiterhin die Beob- 
achtung vor, daB die Verwendung von Suspensionen junger Sporen (1 Tag 
nach der Bildung) zu geringen Befallsintensititen fiihrt, daB das Opti- 
mum bei einem Sporenalter von 4 Tagen liegt und daB iiber dieses Alter 
hinaus die erreichbare Befallsintensitit wieder abnimmt. In gewissen 
Grenzen konnte im Keimungstest eine ahnliche Abhingigkeit gefunden 
werden. Mit zunehmendem Alter lieBen sich in zwei Versuchen folgende 
Keimprozente und in einem dritten den Keimprozenten entsprechende 
Extinktionswerte ausziéhlen: 


34 — 39 — 21 — 21 — 18% gekeimte Sporen 

37 — 63 — 38 — 32 — 27% » 9 

0,134 — 0,266 — 0,174 — 0,146 Extinktionswerte (,,Pw-Reduktion‘‘). 
Allen Versuchen. ist ein kurzer Anstieg zu einem Hoéchstwert und Ab- 
nahme mit steigendem Alter gemeinsam. Diese Versuche lieBen sich 
jedoch statistisch nicht sichern! 

Die Schwierigkeit liegt in der Gewinnung definiert verschieden alter Sporen und 
in der Herstellung gleich konzentrierter Sporensuspensionen in einer méglichst 
kurzen Zeit. In diesen Versuchen wurde die Suspension mit einer Kinwaage trocken 
abgestaubter Sporen hergestellt. 

Da bei der Sporenreife nicht nur die parasitischen Higenschaften des 
Mehltaus stairker hervortreten, sondern noch eine ganze Reihe anderer 
Prozesse (Membranbildung, Versorgung mit Reservestoffen, Loslosung 
aus der Conidienkette) einhergehen, die simtlich erst im Endstadium ihres 
Ablaufs die Sporen voll keimfaihig machen (vgl. WILKINS 1938), ist in 
unserem speziellen Falle kein eindeutiges Ergebnis zu erwarten gewesen. 


3. Sporenkeimung in Suspensionen verschiedenen Alters. 


Wenn in einer Sporensuspension der ,, Wirkungsgrad“ schon bald nach 
Bereiten der Suspension absinkt, so mu8 man — unter Beriicksichtigung 
der oben gewonnenen Einsichten — mit der Méglichkeit rechnen, daB 
1. die Keimung der Sporen sehr bald einsetzt und gekeimte Sporen fiir 
eine Infektion untauglich werden}, oder daB 2. eine toxische Substanz 
sich im Laufe der Zeit im Medium anreichert — und zugleich aus den 
Sporen entfernt wird —, die nach Uberschreiten einer Schwelle auf die 
Sporen selbst toxisch wirkt. 

An der ersten Annahme kann nicht festgehalten werden, wenn man die 
Zunahme der Keimprozente im Verlauf von 24 Std registriert. Das wurde 


1 Kine Erklarung, die Nover (1941) beim Mehltau fiir wahrscheinlich halt. 
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fiir eine starke und eine schwache Suspension sowie bei der Keimung in — 
feuchter Kammer durchgefiihrt. Abb. 4 zeigt, da 2 Std nach Ansetzen 
der Suspension unter giinstigen Bedingungen erst 10% der Sporen ge-— 
keimt sind, daB also das Infektionsvermégen nicht deshalb absinkt, weil — 
alle infektionstiichtigen Sporen ausgekeimt sind. Die auBerordentliche © 
Verzégerung der Keimung in starker gegeniiber schwacher Suspension — 
und feuchter Kammer spricht auch hier fiir einen in das Keimmedium . 
abgegebenen Hemmstoff. 
In den folgenden Experimenten wurde versucht, diesen Stoff zu ver- 
schiedenen Zeiten nach Beginn der Keimung ,,abzufangen‘‘. Der mit 
der PW-Reduktion gefiihrte Nachweis 


| zeigte das tiberraschende, in Tab. 10 
ia ih ce i niedergelegte Ergebnis. Nach 10 Std 
i , : P ’ : 
schwache Suspension| Keimungsdauer lieB sich keine Steige- 
: rung der Reduktion finden, sondern — 
offenbar ist bereits in den ersten 45 min — 
‘starke Suspension die fragliche Substanz in das Keim- 
10 —— medium diffundiert. In einem anschlie- — 
Benden Versuch dauerte die kiirzeste 


0 Tj 10 a pes Fp gs Zeit vom Aufschwemmen der Sporen 

Stunden nach Ansetzen der Suspension bis zur Analyse 13 min. Von diesem 

Abb. 4. Zunahme der Keimprozente im Zeitpunkt an wurden alle 15 min Pro- 
Verlauf der Keimung unter verschiedenen x ‘ 

Versuchsbedingungen. ben entnommen; in den ersten 45 min 

wurden also 2 Analysen durchgefiihrt. 

An dem Ergebnis anderte sich jedoch nichts: die an der ersten Probe 


gemessenen Werte blieben unverandert auch tiber 3 Std bestehen. 


Tabelle 10. Hatinktion von Teilen des Keimmediums im Laufe der Keimung. 


Zeit (Minuten) nach Ansetzen 
der Sporensuspension . . 45 105 165 285 390 585 


Bxtinktion) By dish sky (ye O:2135 1.0;208e5: 0213 ie 0.21 bs NOL Omoy 


Unter diesen Umstiinden muBte es erfolgreich sein, Sporen zu extra- 
hieren und gegen eine nicht extrahierte Kontrolle zu testen. 


Von einer Suspension wurde zu diesem Zweck sofort nach dem Aufschiitteln ein 
Teil zentrifugiert, dekantiert und in frischem Wasser erneut aufgenommen. 


Tabelle 11. Wirkung einer waBrigen Hatraktion auf die Keimfihigkeit der Sporen in 
starker Suspension (7 + 10° Sporen/ml). 


Behandlung Keimprozente duweiaede 4 aera pee ; 
pa is ine 5 RRM Mi vee 1, a le A SA ce 
Extra bictians: as <a teas dn 23,0 el 
Kontrolle 7,4 0,8 < 0,0027 
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Die Ergebnisse (Tab. 11) bestitigen die Vermutung, da® die extra- 
hierten Sporen weitaus héhere Keimprozente aufweisen als die Kontrolle. 
In zwei weiteren Versuchen ergab sich ein ganz ahnliches Bild: Wurden 
zu verschiedenen Zeiten im Laufe des Versuchs aus der Suspension Sporen 
enthommen, zentrifugiert und in Wasser wieder aufgenommen, so ergaben 
sich nahezu gleichférmige Keimprozente. 


1. Versuch: 51 — 41 — 47 — 47% gekeimte Sporen 
2. Versuch: 32 — 32 — 37 —33— 33% » ” 


Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang, daB man die Sporen nur 
einmal mit Erfolg extrahieren kann. Wurden nimlich Sporen sofort nach 
der Aufschwemmung zentrifugiert, erneut in frischem Wasser aufge- 
nommen und die Flissigkeiten nach 40 und 80 min in gleicher Weise 
gepriift, so konnten die Extinktionen 0,787 — 0,062 — 0,040 gemessen 
werden. Ein Gehalt an reduzierender Substanz bleibt somit auf den 
ersten Extrakt beschrankt. Auch hierin wird deutlich, daB die Sub- 
stanz in reifen Sporen fertig vorliegt und im Verlauf der Keimung nicht 
in nennenswerten Mengen nachgebildet wird. 

Ergebnis: Im Verlauf der Keimung kann eine Zunahme des hemmenden 
Prinzips in der Sporensuspension nicht festgestellt werden, die reduzierende 
Substanz 1a8t sich sofort nach dem Aufschwemmen fast vollstandig ex- 
trahieren. 


Ill. Besprechung der Ergebnisse. 

Beim Mehltau kommt es nach den von SEmpPio mitgeteilten Atmungs- 
messungen schon sehr bald nach dem Beimpfen der Wirtspflanze zu einer 
Atmungssteigerung, die kennzeichnend fiir den ganzen Krankheitsver- 
lauf bleibt (ALLEN u. GopDARD 1938, SEmpIo 1950). Wenn die Atmungs- 
steigerung auftritt, bevor vom Pilz Appressorien gebildet worden sind — 
und das ist offensichtlich der Fall —, dann mu8 die Ursache fiir die 
Atmungssteigerung in einem vom Pilz ausgeschiedenen, leicht diffundier- 
baren Stoff liegen, der vor dem mechanischen Eindringen der Parasiten 
physiologische Reaktionen in der Wirtpflanze auslést. 

Tn unseren Versuchen konnte der Nachweis einer leicht loslichen Sub- 
stanz erbracht werden, die von Mehltausporen in das Keimmedium 
abgegeben wird. Toxische Substanzen, die von keimenden Sporen aus- 
geschieden werden, sind schon von Doran (1922) vermutet worden, als er 
bei der Keimung von Sporengemischen spezifische Hemmungen beob- 
achten konnte. Im vorliegenden Falle erscheint es von Bedeutung, daB 
an einem obligat biotrophen Parasiten ein Glied des sehr komplexen 
stofflichen Wechselspiels eusymbiontischer Partner freigelegt worden ist. 
Die Reversibilitat der an den Sporen beobachteten Hemmung diirfte 
fiir die Ausbreitung des Parasiten auf der Pflanze von grofer Bedeu- 


tung sein. 
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festgestellten numerischen Infektionsschwelle (GAUMANN 1951) neue 
Gesichtspunkte. Fiir die von uns frither mitgeteilten Beobachtungen 
iiber den Wirkungsgrad verschieden zusammengesetzter Suspensionen’ 
er6ffnen sich mit der Annahme eines Toxins Méglichkeiten zur ae 
tung: : 

1. Ein Infektionserfolg tritt erst nach Anreicherung einer bestimmten_ 
Mindestmenge Toxin in der Suspensionsfliissigkeit ein. Nach Uber- 
schreiten eines Schwellenwertes sinkt der Infektionserfolg, da die Spore 
selbst geschadigt werden. Trocken aufgestiiubte Sporen sind wesentlich 
infektionstiichtiger, da sie nicht ,,extrahiert“’ worden sind. Wir miissen 


Andererseits ergeben sich fiir die Klarung der an einigen tee 


dabei voraussetzen, daB die Summe aller innerhalb der Einzelsporen 
gespeicherten Toxinmengen eine andere Wirkung entfaltet als die von 
auBen auf sie einwirkende gleiche Menge. 

2> In einer frisch aufgeschwemmten optimalen Sporensuspension | 
sinkt der Wirkungsgrad nicht, weil die Sporen auskeimen, sondern weil. 
offenbar schon sehr schnell nach dem Aufschwemmen der Sporen infek- 
tionswichtige Substanz in das Suspensionsmittel abgegeben wird. 

Uber den Wirkungsmechanismus des Mehltau-Toxins, der wahrschein- 
lich wesentlich von den Mechanismen bisher bekannter Toxine phyto- 
pathogener Pilze abweicht, wird man erst nach Identifizierung der Sub- 
stanz Aufschliisse gewinnen kénnen. 


Zusammenfassung. 

1. Die bei Verwendung von Sporensuspensionen hoher Konzentra- 
tion auftretende Depression des Infektionserfolges wird der verminderten 
Keimfahigkeit der Mehltausporen in dem entsprechenden Keimmilieu 
gegentibergestellt. Es ergibt sich die Korrelation: je gréBer die Sporen- 
dichte in der Suspension, desto geringer der Infektionserfolg, desto 
geringer die Keimprozente. 

2. Die Analyse der die Keimung beeinflussenden Faktoren zeigte eine | 
Abhingigkeit von der Sauerstoffversorgung unter extremen Bedingungen - 
und in den Grenzen der Versuchsbedingungen keinen EinfluB des Kohlen- | 
siuregehaltes im Keimmedium. | 


3. Es wird nachgewiesen, daB von den Sporen ein Stoff in das Keim- 
medium abgegeben wird, der die Keimung reversibel zu hemmen vermag. 
Zugleich geht in das Keimmedium eine Substanz iiber, die reduzierende 
HKigenschaften besitzt. 


4. Unter der Annahme einer von Mehltausporen ausgeschiedenen 
toxischen Komponente wird die Herabsetzung des Wirkungsgrades von 
Suspensionen abgestufter Sporenkonzentration und verschiedenen Alters 
diskutiert. 
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Uber das Verhialtnis des oxydierten 


Von 
H. BOMEKE. 


Mit 1 Textabbildung. 
(Eingegangen am 11. Dezember 1953.) 
Wie beim Nitritbildner herrscht auch itber das Verhaltnis: oxydierter 


N / assimiliertem C des Nitratbildners groBe Unstimmigkeit. CoLEMAN 
(1908) gibt 64/1—41/1 an. Nach MryeErnor (1916) ist der Nutzeffekt der 


Chemosynthese noch weit ungiinstiger. Er berichtet von 100/1 fiir junge 


und 135/1 fiir alte Kulturen. NELson (1931) fand auf 76 Teile oxydierten 
Stickstoffs einen Teil assimilierten Kohlenstoffes. Die Angaben differieren 
hier also genau so wie beim Nitritbildner. Die von CoLEMAN gefundenen 
C-Werte stehen zu den von MEYERHOF etwa im gleichen Verhiltnis wie die 
von mir gefundenen C- Werte bei Nitrosomas europaea und Nitrosomas oligo- 


: 


Stickstoffs zum reduzierten Kohlenstoff beim Nitratbildner. 


carbogenes, nimlich wie 2:1 (BOMEKE 1951). Zweck der folgenden Unter-. 


suchungen war es, den Ursachen dieser divergierenden Werte nachzugehen. 

Fir meine Untersuchungen am Nitratbildner stand mir diesmal nur 
ein Nitrobacter-Stamm zur Verfiigung. Trotz 6jahriger Bemihungen 
gelang es mir nicht, den aus Boden des Botanischen Gartens in Miinster 
geztichteten Nitrobacter-Stamm ,,M‘‘ auf dem Wege der Verdiinnungs- 
methode nach ENGEL u. SKALLAU (1937) von seinen Begleitorganismen 
zu befreien. Die Kultur, mit der ich meine Untersuchungen durechfiihrte, 
war von ENGEL u. SKALLAU aus Boden des Gartens der Landwirtschaft- 
lichen Hochschule in Berlin N isoliert und mir freundlicherweise tiber- 
lassen worden (siehe auch BOMEKE 1948). Dieser Nitrobacter-Stamm 14 
zeigte wahrend meiner 8 jihrigen Untersuchungen tiber den Stoffwechsel 
der Nitrifikationsbakterien kein Wachstum auf organischen Nahrbéden 
wie Bouillon, Hefewasser und den iibrigen, von mir gepriiften organischen 
Verbindungen. Er kann daher als Reinkultur angesehen werden. 

Die Herstellung und Zusammensetzung der Nahrlésung, die Priifung auf Reinheit 


der Kultur, die N- und C-Bestimmungen erfolgten nach den von mir beschriebenen 
Methoden (BOMExKE 1948, 1951). 


Experimenteller Teil. 
1. Hindampfen oder Zentrifugieren der Kulturlésung ? 


Zur Klarung der Frage, ob man durch Zentrifugieren bezw. Eindampfen der 
Kulturlésung verschiedene C-Werte erhilt, wurde folgender Versuch angesetzt. 
7 Rundkolben nach den Angaben von ENGEL (1929) wurden mit 250 ml der iib- 
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lichen Nahrlosung fiir den Nitratbildner beschickt. Nach der Sterilisation im Auto- 
klaven bei 1 Atii erfolgte die Beimpfung von 4 Kolben mit einer kleinen Impfése 
aus einer gut arbeitenden Reinkultur. Die restlichen Kolben blieben unbeimpft und 
dienten als Kontrolle zur Ermittlung des C-Blindwertes. 

Rund 50 Tage nach der Beimpfung wurden die C-Bestimmungen durchgefiihrt. 
Die Bakterien in den ersten beiden Rundkolben (Nr. 1 und 2) waren durch Ein- 
dampfen, in den beiden anderen (Nr. 3 und 4) durch 10 min dauerndes Zentrifu- 
gieren angereichert worden. Weil die durch Zentrifugieren erhaltenen Werte auf- 
fallend niedrig ausfielen, wurde auferdem in der abpipettierten Fliissigkeit nach 
Eindampfen derselben der Kohlenstoff bestimmt. Die C-Blindwerte wurden in der 
eingedampften unbeimpften Nahrlésung ermittelt und ihr Mittelwert (0,960 mg) 
bei den Kolben Nr. 1—4 in Abzug gebracht. 


Die Ergebnisse dieses Versuches bringt Tab. 1. Die durch Eindampfen 
erhaltenen Kontrollwerte zeigen gute Ubereinstimmung. Mit einer 
Abweichung von ++ 0,05 mg C ist von vornherein zu rechnen. Die zentri- 
fugierten Kulturen liefern ebenfalls gut iibereinstimmende Ergebnisse, 


Tabelle 1. Hinfluf des Hindampfens bzw. Zentrifugierens. 


Inhalt Oxydierter | Gefundener N/C- |Alterd. Kul-| Art der 
Kolben Nr. in cm* N in mg | C in mg Verhaltnis turen (Tage)| Analyse 
Pee sh ot 203% "1,062 babe 10825. 1} 50 he aa 
2 i oh real O14 106,0 51 K 
a ald ote  0,913a) 101,9 54. Z 
| | 1,079b) | 
4 Sth Gn 0147ae OG 55 
| | 1,137b) | 
Summe | 1000 | 812 | 7,752 : Neos 
Mittelw. Lt) 1028 50 5 i. 2 
Bile Ali 250 203 | 1,008 | E 
6 7 5 | 0,928 | ‘raiale 
7 ), 4 0,948 | bet 43 
c 4 ) ! | oe 4a 
Mittelw: 250 203 0,960 | 


E bedeutet ,,eingedampft, Z bedeutet ,,zentrifugiert. a) C-Mengen aus dem 
Zentrifugierriickstand, b) C-Mengen aus der Zentrifugierfliissigkeit. 1—4 geimpft; 
5—7 ungeimpft. 


wenn wir zu den von den zentrifugierten Kulturen erhaltenen Werten noch 
die Kohlenstoffmengen addieren, die aus der abpipettierten Kultur- 
fliissigkeit erhalten wurden. 

Mit diesem Versuch war erwiesen, daB man mit der Zentrifugiermethode 
wenigstens bei Nitrobacter nicht zu klaren und eindeutigen Ergebnissen 
gelangen kann. Das Verhaltnis von C im Riickstand / C in der Losung 
betrug bei Kolben Nr.3 45,8/54,2 und bei Nr.4 39,7/60,3. Also rund 
3/, des Kohlenstoffs gingen. durch das Zentrifugieren verloren (bzw. 

12* 
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verblieben im Zentrifugat). Daher wurden in der Folge die Bakterien fir 
die C-Bestimmung nur noch durch Eindampfen angereichert. 


oo 
2. EinfluB der Naéhrlésungsmengen auf das N/C-Verhdltnis. 
Um zu priifen, wie weit die Menge der Nahrlésung das Ergebnis beeinfluBt, 
wurden 3 verschieden groBe KulturgefaBe als Anzuchtkolben mit verschiedenen Nahr- 
lésungsmengen gewahlt: 750 cm3-ERLENMEYER-Kolben mit 100ml, 1 1-ERLEn- 
MEYER-Kolben mit 250 ml und tu- 
; Nhe i 3 |-ERLENMEYER-Kolben 
Tabelle 2. HinfluB der Nahrldsungsmenge bulierte 3 an gre : 
auf zh Mie. Verhéltnis. mit 500 ml Nahrlésung. Die An- 
zucht der Bakterien unterschied 


Kolben | 0XY- | Gefun-| N/C- |Alterd. sich nicht von der im vorigen Ver- — 
ie dierter | dener | Ver- | Kultur such. 
| ¢ N in mg|C in mg| hiltnis | (Tage) 
cof 31,2! 0,941! 86,3] 27 Die he deem ca aan 
= 2 2 i 0,791 | 102,5 28 in der Tab. 2 Rae i 
fs eI 3 . | 0,635| 127,8| 29 Menge und auch ee me ttiefe 
< = F . | 0,743 109,3/ 31 der Kulturlésung : ia a 
eae 5 | ,, | 0,703] 115,4| 27 gut wie keinen Hinflu 3 auf die 
hd | ae | Hohe des N/C-Verhiltnisses 
10 = | Summe | 406,0) 3,813 | ‘e die G RE a ey 
21 Mw | 106.5| 298.4  Sowie die Genauig eit der Hr- 
od FraoSd OE ‘ " gebnisse. Bei den 100 cm*- 
| | . . 
é 2 ir ie | 203,0 1,665} 121,9, 30 Kulturen finden wir, wenn wir 
é ¥ f| | 2,085) 97,4| 30 die beiden Extremwerte ins 
Hav] - 
Be 8 1,953, 103,83, 31 Auge fassen, eine Schwankung 
4 E | Summe | 609,0/ 5,703) | von + 0,153 mg C; bei den 
ae.) { Mw.! | 106,38 30,3 250 cm%-Kulturen, wenn wir 
r sie auf 100 cm’ Nahrlésun, 
Moot “4060 3,580/ 113,4| 52 g 
bo s 3,688 110,053 umrechnen + 0,84 mg C und 
B on ” — bei den 500 cm*-Kulturen 
| Summe | 812,0, 7,268 + 0,133 mg C. Die Ergebnisse 
aL ry | 95 = 
ia he ae ‘ ¢ | ions & dd Bate der 250 cm*-Kulturen sind 
z= 11 | 406 4,338/ 93,6) 201 nicht so gesichert wie die der 
2 12 | 3,222| 125,9| 201 anderen Kulturen, da drei 
Pe i uel anal BMS | 100,5 | 202 Werte in der Regel eine gerin- 
‘3 i ual ee 3,138 | 129,5| 202 gere Streuung aufweisen als 
g 15 | ,, | 3,006) 135,0| 203 5—6 Werte. Nach diesen Er- 
g LOOP to is, 3,642 | ‘11,3 ) 203 gebnissen ist es also gleichgiil- 
ee Summe |2436 21,384 | tig, ob wir 100 oder 500 em 
Mw.1 | 113,9| 202 Kulturlosung analysieren. 
1 Mw. = Mittelwert der Summen des oxy- Dagegen ist es wahrschein- 
dierten N zu gefundenem ©, lich, daB das Alter der Kultur 


das N/C-Verhialtnis beeinfluBt. 
In den jungen, rund 30 Tage alten und soeben ausnitrifizierten Kulturen 
finden wir in beiden Fallen etwa dasselbe N/C-Verhaltnis als Mittelwert, 
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namlich 106/1. In etwa 52 Tage alten Kulturen ist die C-Menge deutlich 
geringer geworden (N/C = 111/1) und in etwa 200 Tage alten Kulturen 
noch ein wenig geringer (N/C = 114/1). 

Diese Erscheinung deutet auf eine anfinglich rasche, spiter auBer- 
ordentlich langsame Veratmung des korpereigenen Kohlenstoffs hin. 
Es scheint, als ob kurz nach Beendigung der Nitritoxydation der Bau- 
stoffwechsel noch nicht véllig abgeschlossen ist, so daB die Zellen viel- 
leicht noch wachsen und sich teilen. Spater wird dann vermutlich der 
Baustoffwechsel eingestellt und der Betriebsstoffwechsel allein iibrig 
bleiben, fiir den die Bakterien anscheinend weit weniger Energie benétigen 
und daher auch geringe C-Mengen veratmen. Diese Deutung des spiiteren 
geringeren C-Verlustes findet eine Stiitze in den Beobachtungen iiber 
Restatmung, bei der zu Anfang in gleichen Zeitriumen mehr O, aufge- 
nommen wird als spater (vgl. BomEKE 1939). 


3. HinflupB der Schichttiefe auf das N/C-Verhdltnis. 
Schon die oben besprochene Versuchsserie hatte wahrscheinlich ge- 
macht, da der Schichttiefe kein entscheidender EinfluB auf den chemo- 
synthetischen Nutzeffekt der 
Bakterien zukommt. Da aber 
KulturgefaéBe von verschie- 


Tabelle 3. HinflupB der Schichttiefe auf das 
N/C-Verhiltnis. 


dener GréBe genommen wur- Kolben |Schicht-| Oxy- | Gefun-| N/C- | Alter d. 
; : : - Nr tiefe | dierter| dener | Ver- ; Kultur 
den und somit die Verhalt- ? in cm? |N in mg] C in mg) haltnis | (Tage) 
nisse nicht genau vergleich- 1 18 | 121,8| 1,068| 113,9| 54 
bar waren, wiederholte ich 9 4 2 1,110! 109,4| 55 
den Versuch +e poets 3 | 1,164! 104.4) 56 
i : 6 er mit = ; 
ane one wd Ng Summe | 365,4| 3,342 
verschiedenen Nahrldsungs- 
5 Mw.' | | 109,2\ 55 

mengen und damit unter- _~ | | f 
schiedlicher Schicht- 4 3,5 | 243,6| 2,094] 116,0| 58 
tiefe. 5 59 “A 2,238 | 108,8| 59 

Kultiviert wurden die Bakte- 6 ” ” 2,082 | 116,7) 60 
rien wieder wie bislang. Als An- = =7 | » | | 2,364 | 102,8| 60 
zuchtgefaBe dienten 750 cm?-ER- — gumme | 974,4| 8,778 
LENMEYER-Kolben mit 150, 300 Mw. 111.0| 59.3 
und 450 ml Nahrlésung. Die durch Nort i | ; oa 
die verschiedenen Mengen Nahr- 8 5,4 | 365,4| 3,198| 114,5| 61 
lésung entstandenen Schicht- ers 3.944| 112,8| 62 
tiefen sind in der Tab. 3 in Zen- MG el ae 
timetern angegeben. Die Nahr- LOE erelueaes » | 3,340] 109,6| 63 _ 
losung fiir simtliche Kulturen  gymme 1096,2 | 9,782 
stammte aus der gleichen Vor- Mw. | 112,0| 62 
ratsflasche, wurde am gleichen 
Tage beimpft und stand wahrend 1 Mw. = Mittelwert der Summen des oxy- 


der Nitrifikation im gleichen  dierten N zu gefundenem C. 
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Tabelle 4. Hinflup des Alterns 
der Kultur auf das N/C-Verhdltnis. 


Kolben 
Nr. 


1 


bo 


11 
12 


13 


14 


N/C- 
Ver- 


haltnis 


107,2 
105,1 


103,5 | 


113,1 
114,8 
108,5 
94,9 
117,4 
94,4 


96,3 | 


99,4 


97,1 | 


86,2 


115,4 


Alter d. 
Kultur 
(Tage) 


Summe 
Mw. 


| 103,1 


113,5 


| 107,1 | 


106,3 


Summe | ¢ 


Summe 


Mw. 


23 
24 


Summe 
Mw. 


€ 


25 
26 


Summe 
Mw. 


109,0 


114,0 


111,35 


109,1 


109,0 


pI oit 


215,65 


1 2 Kolben zur Analyse verwendet. 


Thermostaten. Die Kulturbedingungen 
waren also vollig gleich. Unterschiedlich 
war nur die Nahrlésungsmenge und damit 
gekoppelt die Schichttiefe. Zwischen dem — 
54. und 63. Tage seit der Beimpfung der 
Nahrlésung wurden die C-Bestimmungen ~ 
durchgefiihrt. 

Das Ergebnis (Tab. 3) zeigt in der — 
Tat bei den Kulturen mit niedriger_ 
Schichttiefe ein giinstigeres, bei den 
Kulturen mit gréBerer Schichttiefe 
einungiinstigeres N/C-Verhaltnis.Die 
Unterschiede der Mittelwerte sind — 
allerdings so gering und die Streu-— 
ung der Einzelwerte ist so groB, dali 
dem Ergebnis eine nur geringe Sicher- 
heit innewohnt. Zudem sind die Kul- | 
turen mit der geringeren Schichttiefe 
zuerst und die mit der gréBeren zu-— 
letzt analysiert worden. Es konnte so- 
mit auch die Zeitdifferenz von 9 Ta- 
gen zu einer ahnlichen Abstufung der 
Werte fiihren wie die verschiedene | 
Schichttiefe (= verschiedene O,-Ver- 
sorgung). Ob das eine oder das andere 
mehr oder weniger, oder ob beides zu- 
trifft, laBt sich aus obigem Versuch 
nicht erkennen. | 

Auffallend ist ferner, da das N/C- 
Verhiltnis in diesen Kulturen an- 
nahernd mit dem der gleichaltrigen 
Kultur des vorigen Versuches (siehe 
Tab. 2) tibereinstimmt. Die 52 Tage- 
Kultur hat ein N/C-Verhiltnis von 
111/1, der Mittelwert siimtlicher Ana- 
lysenwerte der 59 Tage-Kultur der 
Tab. 3 ergibt ebenfalls ein N/C-Ver- 
haltnis von 111/1., 


4. Der HinfluB des Alterns der 
Kultur auf das N/C-Verhéltnis. 

Schon die bisher besprochenenVer- 
suche hatten gezeigt, daB junge, ge- 
rade ausnitrifizierte Kulturen kohlen- 
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stoffreicher sind als alte, bereits hungernde. Diese Erscheinung steht mit 
entsprechenden Beobachtungen von MryErnor (1916) und Hzs (1937) 
im Einklang. Sie ist auch eine Bestiitigung meiner friiheren Beobach- 
tungen (BOMEKE, 1939) iiber den respiratorischen Gaswechsel nitrifizie- 
render Bakterien im Hungerzustand insofern, als bei Vorhandensein eines 
solchen die Kulturen allmahlich an © verarmen miissen. 

Um hieriiber noch mehr Beweismaterial beizubringen, setzte ich er- 
neut eine Anzahl Kulturen an und analysierte sie nach bestimmten 
Tagen. Samtliche KulturgefiBe waren 750 cm3-ERLENMEYER-Kolben 
mit 150 ml Nahrlésung. Kulturbedingungen und analytische Methode 
waren die gleichen wie bei den vorigen Versuchen. 
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Abb. 1. Abhangigkeit des N/C-Verhaltnisses vom Alter der Nitrobacter-Kultur. 


Uberblicken wir die Ergebnisse dieses Versuches (Tab. 4), so erkennen 
wir eindeutig eine Kohlenstoffabnahme mit zunehmendem Alter der 
Kulturen. Da die Bakterien zu verschiedenen Zeiten und in wiederholt 
angesetzten Niahrlésungen geziichtet wurden, treten zwar grédBere 
Schwankungen auf, lassen sich aber trotzdem im groBen und ganzen in 
das bisher gewonnene Schema einordnen. 

Das giinstigere N/C-Verhaltnis in jungen Kulturen im Vergleich zu 
alteren ist nach den vorliegenden Analysenergebnissen nicht mehr von 
der Hand zu weisen. Eine Verschlechterung der Ausnutzung der Nitrit- 
oxydation durch Anhaufung von. Stoffwechsel-Endprodukten (Nitrite 
bzw. Nitrate), wie Mryeruor und Hes annahmen, kann nicht die Ur- 
sache dafiir sein, da bei meiner Versuchsanordnung die jungen Kulturen 
in gleicher Weise zu Ende nitrifizierten wie die alten. Meines Erachtens 
kann nur der dissimilatorische Stoffwechsel fiir das Absinken der C-Werte 
in alteren Kulturen verantwortlich gemacht werden. 

AbschlieBend sei noch in einer graphischen Darstellung eine Zusam- 
menfassung simtlicher C-Werte nach 4 Altersgruppen gebracht (Abb. 1), 
welche die Abnahme des Kohlenstoffes in den Nitrobacter-Zellen mit zu- 
nehmendem Alter der Kulturen veranschaulicht. Wenn die Unterschiede 
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in den N/C-Verhiltnissen auch gering sind, so mu man ihnen doch oa 
achtung schenken, weil die Werte sich in einer fast idealen Kurve a 
ordnen lassen und dadurch an Wahrscheinlichkeit gewinnen. 

Die von MryErnHor (1916) gefundenen Werte von 100/1 bis 135/1 
stimmen einigermaBen mit meinem iiberein. Der in die Literatur 
eingegangene N/C-Wert von 135/1 diirfte allerdings zu ungiinstig und 
mit anderen Anzuchtmethoden zu erkliaren sein. 


Zusammenfassung. 

Auf Grund von 56 Analysen wurde gefunden, daB der C-Wert der 
Nitrobacter-Zellen nicht ganz konstant ist. Er nimmt anfangs rasch, 
spiter langsam ab. Die Folgeda vonisteine Verschiebung des Verhaltnisses- 
oxydierter N / assimiliertem C, und zwar etwa wie folgt: 25 Tage alte 
Kulturen 105/1, 50 Tage alte Kulturen 110/1, 100 Tage alte Kulturen 
112/1, 200 Tage alte Kulturen 114/1. Daraus wird gefolgert, daB die 
autotrophen Nitrobacter-Zellen einen dissimilatorischen Stoffwechsel be- 
sitzen und organische, k6rpereigene Stoffe abbauen kénnen. 
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A survey of the literature on yeast cytology gives one the impression 
(SUBRAMANIAM, 1952; PRanLapDA Rao and SuBRAMANIAM, 1953) that 
there is a persistent belief amounting to a conviction that yeast cells 
should exhibit a uniform cytological behaviour irrespective of the cul- 
tural conditions. The validity of such an assumption is capable of easy 
experimental verification. Yeasts could be cultured in liquid or solid 
media. Their inherent capacity for oxidative and fermentative modes of 
existence and the ease with which an aerobically growing culture becomes 
fermentative under conditions of anaerobiosis posed therefore the follow- 
ing problems: 1) Is the cytology of yeast unique in that radical altera- 
tions in metabolism find no reflection in the behaviour of the nucleus? 
2) If not, what are the cytological changes that accompany a shift from 
aero- to anaero-biosis or vice versa? 3) Are these changes capable of 
being compared and correlated with the cytological changes reported in 
higher organisms during tissue differentiation ? 

In order to elucidate these problems SUBRAMANIAM (1946, 1948a, 1948b) carried 
out a series of experiments on the two radically different physiological states of 
our control strain of yeast. It was believed that a comparison of cells actively 
dividing in well aerated liquid media with those from a five day old liquid culture 
where all available nutriment would have been exhausted during fermentation 
would give an indication of the cytological changes, if any, accompanying different 
metabolic states. It was discovered that during active aerobic proliferation under 
optimal conditions the cells show normal mitosis and have two chromosomes 
(SuBRAMANIAM and RANGANATHAN, 1945; SUBRAMANIAM, 1946). Further investiga- 
tions have not only confirmed the earlier reports on its chromosome number but 


have also shown that the strain has retained its characteristic mitotic behaviour 
for the past seven years (DURAISWAMI and SUBRAMANIAM, 1951; DuRalswamt, 
1953). 

In a five-day old fermenting culture owing to the non-availability of nutrients, 
the cells are apparently in a resting condition. Direct smears did not give a correct 
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idea of the nuclear structure in these cells. They were therefore stimulated to 
divide by discarding the spent medium and adding fresh wort. Observations were 
confined to the first cycle of division after the change of medium. The Feulgen- 
stained slides showed an ascending grade of chromosome number (SUBRAMANIAM, 
1947, 1948b). This entirely different cytological picture was interpreted as the 
result of “‘endopolyploidy”’. 

SUBRAMANIAM was the first to record endopolyploidy in yeast. A preliminary 
communication on the subject appeared in the year 1947. The detailed account 
which was published in the following year gave a guarded description of the pheno- 
menon. The cautious approach was necessitated by the fact that it was the first 
report on the occurrence of endopolyploidy in a micro-organism. The discovery 
that fermenting cells are endopolyploid opened up a new field for investigation 
and raised several problems viz: 1) Is endopolyploidy limited to fermenting cells 
alone or does it occur also in cells growing as streaks on agar slants or as giant 
colonies in wort-agar plates? 2) If endopolyploidy occurs in cells cultured under 
a variety of physiological conditions, is the complexity of chromosomal constitution 
the result of endomitosis? 3) How does growth occur in a culture where the majority 
of the cells are endopolyploid? 4) If endopolyploid cells do divide, is there a regular 
segregation of the chromosomes into equal complements? 5) How does a culture 
composed mainly of endopolyploid cells transform itself under optimal aerobic 
conditions, into one of mitotically dividing diploid cells having only two chromo- 
somes? 6) Is there a somatic reduction of chromosome number when cells from 
fermenting cultures are transferred to aerated media? 

The investigations reported in the present paper form part of an exten- 
sive programme designed to elucidate answers to these questions. When 
work on the above problems was in progress, there appeared the first of 
a series of stimulating contributions from the school led by Huskins 
(1947, 1948 a, b). The interesting nature of these discoveries and the im- 
portant bearing they have on similar phenomena in yeast necessitated a 
postponement of the publication of our results in order to enable a com- 
parison and correct appraisal. 


The Problem, Material and Methods. 

Under aerobic conditions the control diploid brewery yeast, BY 7, 
shows normal mitosis characteristic of a two chromosome strain (Dvu- 
RAISWAMI and SUBRAMANIAM, 1951). If a few such mitotically dividing 
cells from an aerobically growing liquid culture are transferred to the 
centre of the special agar medium (SUBRAMANIAM, RANGANATHAN and 
KrisHna Murtuy, 1948) ina Petri dish, a giant colony having a diameter 
of 2.5 to 3.0 cms. develops in the course of 15 days. Smears of samples 
from a ten day old giant colony indicated that the majority of cells are 
endopolyploid. However, the very large number of cells which go to 
make up the fully grown giant colony must be the product of repeated 
proliferation of the few mitotically dividing cells introduced as inoculum. 

This reproduction of the cells during the growth of the colony raises 
the following questions: 1. At what stage in the development of the co- 
lony do the mitotically dividing cells become endopolyploid and what is 
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the mechanism by which this is achieved? 2) If the cells become endo- 
polyploid even during the early phases of growth, the yeast population 
would be heterogeneous in their cytological characteristics. In such a 
case, 1s the subsequent growth the result of the activity of cytologically 
different types of cells or is it the consequence of the proliferation of a 
small percentage of vegetative mitotically dividing two chromosome 
cells? In other words, as in glandular tissues of higher animals, are there 
in a growing giant colony, cells comparable to the undifferentiated re- 
placement cells? To answer these questions smears were made directly 
from 48 hour old giant colonies. 


Since cells growing as a giant colony appear to utilise only that nutriment 
which is available in the immediate vicinity, the size to which the colony grows 
is governed by the percentage of sugar in the wort used for compounding the agar 
medium and also by the actual depth of the wort-agar in the petri dish itself. To 
obtain proper growth the wort had to contain 5% or more of sugar and the depth 
of the medium in the petri dish had to be at least 1 cm. Barley malt wort prepared 
according to the routine procedure in this laboratory (SUBRAMANIAM, 1948a; 
SUBRAMANIAM, RANGANATHAN and Krisana Murtuy, 1948) was adjusted to a 
specific gravity of 1.048 and a px of 6.8. After the addition of agar to constitute 2%, 
the medium was sterilized at 5 lbs. steam pressure for 30 min. The hot liquid was 
filtered through glass wool and distributed in 15 ml. aliquots to sterile test tubes, 
which were again sterilized at 10 Ibs. for half an hour. Petri dishes having a diameter 
of 8 ems. were sterilized at 20 lbs. for one hour and later dried in the hot air oven 
at 100° C for 12 hours. To each such petri dish, the contents of three wort-agar 
tubes were added to give a depth of 1 cm. The experimental procedure followed 
for the giant colony inoculations has already been described (SUBRAMANIAM and 
SREEPATHI Rao, 1952). 

Since the present investigation had an entirely different objective, 15 inocula- 
tions on each petri dish were made equidistant from one another. These inoculations 
were carried out inside a sterile chamber. The 48 hour old colonies measured 0.7 
to 0.8 cms. in diameter. The material from each colony was transferred loop-wise 
to a drop of wort on a slide, mixed thoroughly with the liquid and smeared one 
cell thick. To obtain a correct idea of the cytological characteristics of the cells, 
smearing was continued for one hour. After fixation in the usual manner in osmium 
tetroxide vapour and repeated transfers through 70% alcohol for five to six days, 
they were stained by the Feulgen technique (SUBRAMANIAM, 1948a). 


Observations. 

A variety of cell organelles have been reported to be present in yeast 
cells. Apart from the nucleus, volutin and metachromatic granules are 
said to occur (GUILLIERMOND, 1920). The use to which these terms have 
been put in literature indicates considerable confusion in the minds of the 
earlier investigators as to the identification and characterisation of these 
two structures (GUILLIERMOND, 1920; WacER and Perniston, 1910; 
Branpt, 1941; Nacer 1948; Lrypeeren, 1949). To avoid any confusion 
with possible cytoplasmic inclusions, reliance was placed entirely on the 
Feulgen technique to identify the chromatin. This was in conformity 
with the accepted belief expressed by Mrrsky (1951) that ““DNA must 
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have a special significance for chromosomes since it is always present in 
them and in no other part of the cell” (p. 128). 

The most salient point which emerged from an examination of the pre- 
parations was that only periodically do the nuclei show any activity 


Photo 1—15. 


During the period of rest the cells (photo 1) were bereft of any structure 
that could be identified as chromatin or chromosomes. The protoplasm 
of such cells exhibited a differential affinity for the counter stain, light 
green. A specific area in each cell showed a deeper staining suggesting 
that it might be the nucleus. But critical identification was not possible 


Studies on the Cytology of Yeasts. IX. 187 


owing to the absence of any internal structure. When stained bodies did 
appear in the cell, the population even in a single field showed a bewilder- 
Ing array of pictures. 

On analysis these were capable of being arranged in an ascending order 
of complexity. The least complex cytological picture is presented by a 
cell having a Feulgen positive chromatin grain surrounded by a hyaline 
area (photo 2; Fig. 1). From what is known about the behaviour of the 
nucleus during mitosis (SUBRAMANIAM, 1946; DuRAtswamt, 1953) this 
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Photo 1. Resting cells without any stained bodies. Biggest Cell. (4.8 jw.) 

Photo 2. (Fig. 1.) Early prophase with a single chromatin grain. Note the hyaline area separating 
it from the cytoplasm. (3.6 j.) 

Photo 3. (Fig. 2.) Mid-prophase. The single chromatin mass dividing into two equal sized bodies 
(4.5 yw.) 

Photo 4a. (Fig. 3.) Early metaphase showing two chromosomes. (4.8 /.) 

Photo 4b. (Fig. 6.) Cell with five chromosomes. (3.6 ju.) 

Photo 5, (Fig. 4.) Cell with three chromosomes. (3.2 /.) 

Photo 6. (Fig. 5.) Early anaphase of the diploid showing four daughter chromosomes. (3.2 /.) 

Photo 7a and 7b. (Figs. 7 and 8.) Cells with six and seven Feulgen-positive bodies. The larger bo- 
dies may be compound. (4.0 w and 4.8 wy.) 

Photo 8. (Fig. 9.) Cell with eight chromosomes. (4.4 .) 

Photo 9. (Fig. 10.) Telophase nuclei of differing sizes. Biggest cell. (5.6 mw.) 

Photo 9a. (Fig. 11.) Prophase. Six bodies disposed in the form of a circle. (4.0 4.) 

Photo 10. (Fig. 12.) Two chromosomes in the bud and three in the mother cell. The third elongated 
body shows a constriction in the middle. Mother cell with bud. (6.4 /.) 

Photo 11. (Fig. 13.) The mother cell has five chromosomes while three are present in the bud. 
Some of the bodies are bigger in size. Mother cell with bud. (6.0 ju.) 

Photo 12. (Fig. 14.) Early telophase. Six bodies orientated in the form of an are are synapsing 
in pairs. The secondary attraction between them has led to the commencement of 
fusion of two pairs. (5.2 1.) 

Photo 13. (Fig.15.) The eight chromosomes showing various stages of somatic pairing and synapsis. 
(4.8 ju.) 

Photo 14. (Fig. 16.) An advanced stage of nuclear reconstitution by eight chromosomes. Only two 
of the chromosomes are discrete. (5.2 /.) 

Photo 15. (Fig. 18, p. 191.) Cell showing more than twenty chromosomes lying scattered 
throughout the cytoplasm. Some of them are out of focus. (6.0 /.) 
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could be identified as an early prophase stage. The chromatin mass in 
photo 3 (Fig. 2) shows a constriction dividing it into two equal sized 
bodies. The hyaline area surrounding it suggests that the nuclear mem- 
brane may still be intact. If the constriction is followed by the separation 
of the two bodies, the disposition would be that seen in cell a in photo 4 
(Fig. 3). The two Feulgen positive chromosomes lying near each other 
have no hyaline area surrounding them. They should therefore be lying 
free in the cytoplasm. 

The reproduction of these chromosomes does not appear to be syn- 
chronous since odd numbers are seen. In photo 5 (Fig. 4) the cell has 
only three chromosomes. The configuration seen in photo 6 (Fig. 5) is 
reminiscent of the early anaphase of the diploid in normal mitosis and 
can be derived from that observed at a in photo 4 (Fig. 3). It is rather 
difficult to decide whether the four chromosomes originated as a result 
of simultaneous or a successive division of the two chromosomes illus- 
trated at a in photo 4 (Fig. 3). The reproduction of the chromosomes 
continues in an irregular fashion. Cell 6 in photo 4 (Fig. 6) shows five 
chromosomes while the cells a and b in photo7 (Figs. 7 and 8) show 
six and seven bodies respectively. Lack of uniformity in the size of the 
chromosomes leads to the presumption that the larger bodies may be 
compound. 

Tf all the four chromosomes in photo 6 (Fig. 5) reproduce, then there 
would result a cell having eight chromosomes (photo 8; Fig. 9). It is 
doubtful whether the eight chromosomes seen in photo 8 are the result 
of repeated and uninterrupted division of the single chromatin mass seen 
in photo 2 (Fig. 1) or whether an interphase intervenes at a stage corre- 
sponding to that illustrated in photo 6 (Fig. 5), this latter being followed 
by one more division. 

The presence in the smear of cells with telophase nuclei of differing 
sizes (photo 9; Fig. 10) indicates that at regular intervals during the 
course of the division of chromosomes to give rise to the multiples cha- 
racteristic of endopolyploidy, the cells may go through a resting stage. 
Tn view of this, the second alternative appears more feasible. If periodi- 
cally after reaching particular stages of complexity, the nuclei lapse into 
the resting condition, then theoretical consideration suggests that when 
such nuclei again start on their next cycle of chromosome reproduction, 
they should pass through the earlier stages where the chromatin mass 
breaks up into its constituent components as illustrated for the two 
chromosome conditions (Figs. 1, 2 and 3). The changes seen in telophase 
should occur in a reverse order during the succeeding prophase. This 
feature renders definite identification of the prophase stages rather diffi- 
cult. The arrangements illustrated by cell a in photo 9 (Fig. 11) shows 
six bodies disposed in a circle. This may be a prophase of the hexaploid 
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stage since no primary or secondary attraction between the chromosomes 
could be distinguished. 

Bud formation does not appear to be correlated in any manner with 
the number of chromosomes in the cell. The bud in photo 10 (Fig. 12) has 
two chromosomes while the mother cell shows three bodies, two of which 
are discrete. The third body is elongated and possesses a constriction in 
the middle. One can, therefore, conclude that there are four chromosomes 
in the mother cell. In photo 11 (Fig. 13) on the other hand, the mother 
cell has five bodies while three are present in the bud. 

A perusal of photos 6, 7, 10 and 11 (Figs. 5, 7, 8, 12 and 13) clearly 
indicates the differences in size of the Feulgen positive bodies. The elon- 
gated dumb-bell shaped structure in photo 10 (cf. Fig. 12) is quite clearly 
compound in nature since the constriction delineates the two individual 
chromosomes. In the other cases however, it is difficult to decide whether 
the differences in the size of the constituent chromosomes are due to the 
characteristic loosening up of their structure at post-anaphase prior to 
reconstitution of nuclei or to their being compound in structure. Further 
evidence of a more critical nature is awaited. 

Reconstitution of a nucleus is by the synapsis of all the chromosomes. 
The six bodies orientated in the form of a horse-shoe in photo 12 (Fig. 14) 
could be considered as being in an early telophase stage. There appears to 
be a primary attraction between pairs of chromosomes and a secondary 
one between groups of fused chromosomes. As may be seen, the six bodies 
have synapsed into three pairs and the secondary attraction between 
them has led to two of the pairs commencing to fuse with one another. 
The disposition of the third pair in close apposition may be taken as indi- 
cative of its tendency to merge into the group of fused chromosomes. 

The eight chromosomes observed in photo 13 (Fig. 15) show various 
stages of somatic pairing and synapsis. The two discrete chromosomes at 
the top appear to have commenced pairing. The two pairs situated at the 
base are in actual synapsis. The fact that the forces of pairing and synap- 
sis are active among the chromosomes strongly suggests that the cell is 
about to revert to the resting condition. What is presumably the sequel 
is shown in photo 14 (Fig. 16) where as a result of active secondary 
attraction between the synapsed chromosome pairs, an arc like arrange- 
ment analogous to the one illustrated in the case of the hexaploid 
(photo 12; Fig. 14) has taken place. Only two of the chromosomes are 
still discrete and they are to be found at each end of the arc. 

Repeated reduplication results in cells showing large numbers of chro- 
mosomes. Exact counts become difficult above a particular stage. 
Twenty bodies lying scattered throughout the cytoplasm could be coun- 
ted in the cell in photo 15 (Fig. 18, p. 191). Since they were not all in the same 
optical plane, it was not possible to obtain a single photograph with all 
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of them in focus. Curiously enough such highly endopolyploid cells do 
often produce buds. Almost equal complements seem to be present in the 
mother cell and the bud in photo 16 (Fig. 17). However, the onset of 


Photo 16—27. 


telophase appears to have given rise to chromatin masses having varying 

configurations resulting from the fusion of two or more chromosomes 
Law A ~ ( + % . . . 

In photo 17 (Fig. 19), on the other hand, the segregation is into unequal 
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complements. There are only four chromosomes in the bud. Nuclear 
reconstitution is in progress in the mother cell and would be complete 
only when the single chromosome lying very near the irregularly shaped 
chromatin mass fuses with it. 

In cells having higher multiples, the chromosomes exhibit a tendency 
to fuse in groups obscuring the characteristic major attraction between 
individuals of a pair. This leads to the appearance of rather complex 
pictures. Judged in the context of the lack of any synchronisation in 
chromosome reproduction, the regularity which characterises the telo- 
phasic changes is rather surprising. The commencement of telophase is 
heralded by the sudden development of an attraction between pairs or 
groups of chromosomes (photo 18; Fig. 20). The resulting fusion leads to 
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Fig. 18—31 

Photo 16. (Fig. 17.) Budding cell showing almost equal complements with varying dispositicns 
in the mother cell and bud. Mother cell with bud. (11.2 yw.) 

Photo 17. (Fig. 19.) Example of unequal segregation. There are four chromosomes in the bud 
while the mother cell has an irregularly shaped large chromatin mass. Mother cell with 
bud. (11.4 .) 

Photo 18. (Fig. 20.) Early telophase showing a chromatin mass formed by the fusion of the 
chromosomes. (5.2 “.) 

Photo 19. (Fig. 21.) The eight cells show late stages of fusion of chromatin masses at telophase. 
Note their progressive decrease in number and their irregular shape. Biggest cell. (5.6 .) 

Photo 20. (Figs. 22 and 23.) Cells with fused chromatin masses of varying sizes. Bigger cell. (4.4 wu.) 

Photo 21. (Figs. 24 and 25.) Reconstituting nuclei with irregular shapes. Bigger cell. (4.8 /.) 

Photo 22. (Fig. 26.) do. (4.0 u.) 

Photo 23. (Fig. 27.) Amitosis-like phenomeva occurring during the final stages of telophase. (4.0 «.) 

Photo 24. (Fig. 28.) Two nuclei are present in the mother cell. The bud has only one. Mother cell 
with bud. (8.0 wu.) 

Photo 25. (Fig. 29.) Budding cell showing a huge nucleus with two discrete chromosomes lying 
separated from it. Mother cell with bud. (9.6 u.) 

Photo 26. (Fig. 30.) The bud has two chromosomes while the mother cell has a complex nucleus- 
Mother cell with bud. (7.2 uw.) 


Photo 27. (Fig. 31.) Advanced stage of somatic reduction. There is a well defined nucleus in the 
mother cell while the two chromosomes in the bud are just commencing to synapse. 


Mother cell with bud. (8.0 /.) 
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a reduction in the number of Feulgen stained bodies with a simultaneous — 
increase in their size. We thus get irregular sized chromatin masses which 
begin immediately to fuse with one another (photo 19; Fig. 21). The 
eight cells in photo 19 are illustrative not only of the varying sizes and 
dispositions of the Feulgen positive structures but also of the progressive 
decrease in their number. At this stage chromatin masses are apt to be 
mistaken for micronuclei. That they are not micronuclei is indicated by 
the fact that they only represent a transitory stage in telophase. 

The progressive fusion of the scattered micronuclei like structures 
(photo 20; Figs. 22 and 23) leads to the formation of a single nucleus 
which at first sight may have an irregular or bizarre shape (photos 21 and 
22; Figs. 24, 25 and 26). During the last phases of reconstitution, pictures 
suggestive of amitosis are of common occurrence. GUILLIERMOND (1920) 
repeatedly emphasized that yeast nuclei divide by amitosis. Taken out of 
context, photos 22 and 23 (Figs. 26 and 27) could be interpreted as exam- 
ples of amitosis but when judged from the general occurrence of a synap- 
tic attraction, these stages appear to be merely the culmination of the 
fusion of the chromosomes. In an earlier contribution SUBRAMANIAM 
(1948 b) accepting GUILLIERMOND’s observations conceded the possibility 
that highly endopolyploid nuclei may exhibit amitotic phenomena. The 
extensive analysis of the telophasic reconstitution of nuclear material in 
endopolyploid cells described here necessitates a rejection of the previous 
interpretation. Amitosis does not occur among endopolyploid cells. 

The irregular shape of the nucleus immediately on reconstitution 
(photo 21; Figs. 24 and 25) is also transitory. It soon assumes the charac- 
teristic spherical shape and stains brilliantly with leuco-basic fuchsin 
(photo 9; Fig. 10). It has been very difficult to decide whether as in telo- 
phase of normal mitosis (DURAISWAMI, 1953), there is a progressive 
reduction in the size of the chromatin mass as a prelude to reversion to 
the resting condition. The diversity in the chromosome complexity of the 
population complicates issues. For example, the nuclei in the cells in 
photo 9 are of different sizes. They may have originated by the fusion of 
differing numbers of chromosomes. On the other hand, they may illu- | 
strate equally well the progressive reduction in size of the chromatin 
mass at late telophase. 

If the sequence of changes at telophase does not differ among cells 
differing in their degree of endopolyploidy, then it should be difficult to 
locate successive stages of any particular type. The highly endopolyploid 
nucleus before lapsing into the resting condition may exhibit a chromatin 
mass equal in size to that just reconstituted by a cell of a very low grade 
of complexity. Instances are not wanting where a cell comes to possess 
more than one nucleus. If such a cell produces a bud, only one nucleus 
migrates into it (photo 24; Fig. 28). 
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If endopolyploidy is the mechanism by which the yeast cells attain the 
ability to survive what are comparatively abnormal physiological con- 
ditions, it appears that the organism has at the same time developed the 
means to return to normal mitotic behaviour when conditions become 
favourable. The unmodified cells occurring in glandular tissues of higher 
animals are said to have a specific function. The products of their division 
replace those cells which die and disintegrate after varying periods of 
activity. By analogy, when a yeast cell becomes endopolyploid, it is 
legitimate to presume that its activity can only be for a limited duration. 
Highly endopolyploid cells are on the road to death. Periodically they 
have to be replaced by a fresh crop of cells. 

During the metamorphosis of Culex (BERGER, 1938; GRELL, 1946) 
endopolyploid cells have been reported to undergo repeated somatic 
reduction to produce pluripotent cells for subsequent regeneration. 
PRAHLADA Rao and SUBRAMANIAM (1952) reported a peculiar method of 
somatic reduction. An endopolyploid cell was shown to give rise to a bud 
with two chromosomes. An identical type of somatic reduction was obser- 
ved in the cells from giant colonies also. The budding cell in photo 25 
(Fig. 29) shows a huge nucleus and two discrete chromosomes lying near 
it. The bud in photo 26 (Fig. 30) has two chromosomes while the com- 
plex nucleus of the mother cell is en route to lapsing into the resting con- 
dition. The mother cell-bud combination in photo 27 (Fig. 31) is an 
example of an advanced stage of somatic reduction. There is a well defi- 
ned nucleus in the mother cell while the two chromosomes in the bud are 
just commencing to synapse. 

The difference in the size of the nuclei in the mother cells in phe 25, 
26 and 27 (Figs. 29, 30 and 31) could be taken as evidence that the for- 
mation of buds with only two chromosomes occurs in cells at different 
stages of chromosome complexity. These few buds with the normal com- 
plements may be the fore-runners of the purely diploid population that 
one observes when conditions become ideal for mitosis. Occurring as they 
do in an unfavourable environment, it is problematical whether they 
could persist and continue to divide by normal mitosis. At best, they may 
pass through a few mitotic cycles. In order to retain their foot-hold they 
have to become endopolyploid. Naturally, they remind one of the replace- 
ment cells in glandular tissues. 


Discussion. 


a. Endopolyploidy. 

It is now being slowly realised that tissue differentiation in higher 
plants and animals is accompanied by changes in the nuclei making them 
more complex (Lorz, 1947; WuiTx, 1951). The regular occurrence of 
the phenomenon of mitosis in dividing cells of higher organisms led 
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Herrtwic to formulate the law of the constancy of chromosome number ~ 
in plants and animals. Since differentiated cells divide but rarely, there 
was some justification for the above conclusion. However, even during the 
early years of the present century, there were reports of the occurence of 
polyploid nuclei among normally dividing cells. Their rarity led StRas- 
BURGER to dismiss them as of little significance. 

Following in the wake of the leader, no attempt was made by others to 
study their origin or behaviour. WINKLER on the other hand does not appear 
to have shared the views of STRASBURGER and is said to have remarked: 

“Tt shows that the conviction that in normal somatic tissues only diploid cells 
could occur has become a dogma under the influence of which the best plant cyto- 
logist comes at once to the opinion that the occurrence of tetraploid cells found — 
therein must be pathological without even considering any other possibilities” 
(Husxrns, 1952, p. 13). He is of the view that “the regular occurrence of polyploid 
cells in the somatic tissues of higher plants by no means refutes the laws of con- 
stancy of chromosome number but must be expected in view of the importance of 
chromosome number for cell size”’ (Husk1Ns, 1952, p. 13). 

The standard for comparison of the cytological variations in the tissues 
of higher organisms has thus always been the regular mitosis easily seen 
in the meristematic or embryonic cells. But yet, in spite of the availability 
of such a standard, an interpretation of the peculiar structure of the 
chromosomes in the salivary glands of Chironomus reported by BaLBt- 
ANT had to wait almost fifty years. New techniques and newer methods of 
approach had to be developed to identify them as polytene. 

Remarkably enough, in yeast, we meet with a different state of affairs. 
Yeast cells proliferate under a variety of physiological conditions. The 
general assumption of yeast workers (WINGE, 1951; LiInDEGREN, 1952) 
that all budding cells should exhibit a uniform cytological behaviour 
could not be confirmed by the extended series of investigations in this 
laboratory. Normal mitosis characterised by a fixity in chromosome 
number occurs only under optimal conditions of aeration and nutrition. 
Samples examined from agar slants, giant colonies and fermenting cul- 
tures show a bewildering array of nuclear complexity. It is yet to be 
realised that the cytological behaviour of an yeast strain is conditioned 
by the environment. Few, if any, have searched for normal mitosis under 
standardized conditions. Owing to the above reasons, an analysis of the 
earlier literature on yeast cytology is not very illuminating. Normal 
mitosis in yeast, like endopolyploidy in higher animals and plants, has 
been discovered only recently. 


b. Criteria for Evaluation. 
The very use of the terms endo-mitosis, endo-prophase, endo-meta- 
phase etc. indicates clearly that mitosis is the standard for the evalua- 
tion of other cytological pictures, though as WuITE (1951) remarks, the 
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use of such terms is rather unfortunate since the resemblance is only 
suggestive. Should we not therefore evaluate the changes that occur in 
cells in active fermentation as well as those growing on agar slants or as 
giant colonies using mitosis of the particular yeast strain as the standard? 
In the accepted definition of chromosomes (DARLINGTON, 1937), the 
emphasis is on anaphase separation. That chromosomes are Feulgen 
positive is a later discovery. 

When as described in this paper, an ascending number of Feulgen- 
positive bodies are observed in the cells, one can evaluate whether they 
are chromosomes or not by tracing stage by stage, the increase in com- 
plexity from the minimum number present in normal mitotically dividing 
cells. The different sizes of these structures introduced a new factor. To 
differentiate simple from compound chromosomes, recourse had to be 
had to a comparison of the sizes with mitotic chromosomes as well as the 
other chromatin grains seen in the same cell. 

With the increase in chromosome complexity, there is also a correspon- 
ding irregularity in anaphase separation during budding in endopolyploid 
cells. At this stage one has to rely entirely on the positive reaction to the 
Feulgen stain. It is well known that during endomitosis there is no 
spindle, no metaphase condensation and no active anaphase movement 
of chromosomes. Endomitosis itself is not a universal phenomenon in 
higher animals (FANKHAUSER and Humpurey, 1952). Such cells further 
do not proliferate. 

The ability of endopolyploid yeast cells to produce buds complicates 
issues. When they do divide, the chromosomes show no regular anaphase 
segregation. HUSKINS reports that when somatic reduction is induced by 
sodium nucleate treatment, spindle formation and kinomere orientation 
on it are abnormal and the general appearance of the first reductional 
division is that of a cell squashed in preparation (Huskrys, 1948b). The 
suspicion is engendered that it is these chromosomes in endopolyploid 
cells showing no orientation or arrangement that have been identified by 
the earlier workers as volutin or metachromatin. 


c. Terminology. 


The production of polyploids from callus grafts led WINKLER to con- 
clude that it is only necessary to induce differentiated cells to divide in 
order to obtain plants with higher chromosome numbers. The prevalence 
of the opinion that no hard and fast distinction exists between polyploidy 
and endopolyploidy would be evident from the following comments of 
Husxins (1947). 


“Tt is almost certain that some polyploid plants have been and can be derived 
from endopolyploid cells and their chromosomes are known to be genetically active 
chromosomes, i. e. gene strings” (p. 430). He further comments: “While the regu- 
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larity of certain degrees of polyploidy in some tissues does readily suggest a direct 
relationship with cellular differentiation, reflection on the usual lack, or rarity of 
any striking qualitative difference between diploid and autopolyploid organisms, 
renders any such idea highly speculative” (p. 421). 

Endopolyploid yeast cells possessing more than sixteen chromosomes 
are of common occurrence. At least some of them do proliferate. If the 
assumption that there is no special difference between polyploid and 
endopolyploid cells is correct, then it should be possible to isolate an 
ascending series of polyploid types from proliferating endopolyploid cells 
of varying chromosome complexity. However, repeated attempts in this 
direction have met with failure. The only stable polyploid type that 
could be isolated was the tetraploid. 

The fact that the occurrence of spontaneous but rare tetraploid cells 
could be observed in cultures grown under a variety of physiological con- 
ditions including one of aerobiosis clearly indicates that this phenomenon 
has no relation to endopolyploidy. Further when colchicine or camphor 
was incorporated into a culture in active fermentation composed of endo- 
polyploid cells, no immediate effect could be observed, nor could an 
ascending series of polyploid types be recovered. Only tetraploids were 
produced and even these appeared only after continuous exposure for 
more than a week (SUBRAMANIAM and SREEPATHI Rao, 1952). 

Comparative investigations on the control diploid yeast and the auto- 
tetraploid produced artificially from it, showed that the chromosomal 
doubling has effected a marked acceleration in the rate of fermentation 
(Mirra, 1952). Cytological studies proved that during fermentation, cells 
of both the diploid and the autotetraploid become endopolyploid. These 
results were interpreted by Mirra and SuBRAMANIAM (1949) as indicating 
that both these strains had to become endopolyploid during fermentation. 
The accelerated rate of fermentation in the case of the autotetraploid 
was attributed to the fact that the same degree of endopolyploidy would 
be reached much earlier by this strain as compared to the diploid. 

From the points raised above it would be apparent that there is little 
justification for using the terms polyploidy and endopolyploidy as though — 
they are synonymous. Endopolyploidy appears to be an adaptation to 
meet particular environmental conditions. In view of the fact that both 
the diploid and the tetraploid yeasts become endopolyploid during fer- 
mentation, SUBRAMANIAM considered as far back as 1947 that the terms 
polyploidy and endopolyploidy should be clearly distinguished from each 
other. 

In the context of Huskrys’ comments, that the terms endopolyploidy, 
polysomaty and polyteny have not always been used with discrimination, 
it becomes necessary to justify the adoption of the term endopolyploidy 
to describe the phenomena observed in yeast cells from fermenting cul- 
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tures, agar slants and giant colonies. The first and foremost reason is that 
these phenomena bear comparison with those accompanying cellular 
differentiation in higher animals and plants and which have themselves 
been brought under the category of endopolyploidy. 

Though the occurrence of endopolyploidy in higher plants and animals 
is now recognised as a general phenomenon, the actual steps by which 
such nuclear complexity is attained show wide variation. Endomitosis 
i.e. reproduction of the chromosomes inside the nucleus bounded by 
the intact nuclear membrane has been observed only in a few cases. In 
others no orderly stages of chromosome duplication could be observed 
(Wirkus, 1945). In fact the highly endopolyploid nature of some nuclei 
have been inferred on the basis of indirect evidence as for instance their 
relative sizes or the number of heterochromatic bodies inside the nucleus 
(GEITLER, 1937). 

In a few restricted cases in plants it has been possible to obtain con- 
firmation by stimulating such cells to divide through the use of plant 
hormones (Husxkrins and Srernitz, 1948a, b). It is thus apparent that 
the nuclear phenomena identified as characteristic of endopolyploid cells 
in higher organisms bear only a general similarity. It is in view of this 
that the adoption of this term to describe what has been observed in 
yeast cells appears justifiable. However, this choice has not been made 
without reservation. For one thing, unlike in the typical endopolyploid 
cells where chromosome reproduction is by endomitosis, in the present 
case chromosome reproduction is in the entire absence of a nuclear mem- 
brane. In fact during certain stages of chromosome reproduction in endo- 
polyploid yeast cells these bodies lie scattered in the cytoplasm. 

Actually the behaviour of chromosomes in cells obtained from giant 
colonies is rather reminiscent of the conditions described as “polyso- 
maty’’. The term ‘‘polysomaty”’ however, does not give an indication as 
to the mode of origin of such a condition. Further it is likely to be con- 
fused with polyploidy. The use of the term endopolyploidy was therefore 
considered. more appropriate. 


d. Chromosome Reproduction. 


The lack of synchronisation in the reproduction of chromosomes 
leading at times to the production of cells with odd number of chromo- 
somes may at first sight appear intriguing. Even during normal mitosis 
the post anaphase movements of chromosomes follow no single pattern. 
Supernumerary reproduction of one of the two chromosomes of the 
control diploid strain, leading to the production of five instead of four 
daughter chromosomes in early anaphase has been observed in at least 
two instances (DURAISWAMI, SREEPATHI Rao and SupRAMANIAM, 1953). 
Very recently evidence has also been adduced (Royan, 1953) to show 
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that the separation of the metaphase chromosomes to give rise to— 


daughter chromosomes of anaphase lacks in strict synchronisation. 


Huskrns and Srerntrz remark: “In endomitosis the division of the multi-stran- 
ded ‘polytene’ chromosomes into separate chromosomes does not occur synchro- 
nously and suddenly in all of them as it does at anaphase of mitosis. The region of 
the kinomere is the last, instead of the first, to undergo permanent separation. In- 
stead of abrupt doublings of the chromosome number as in mitosis, there is there- 
fore a gradual change from diploidy to tetraploidy, from tetraploidy to octoploidy 
and so on. If this occurs during the energic stage also, as indirect evidence indicates, 
the gradualness of the change will be most evident for the heterochromatic bodies” 
(1948a, p. 42). 


What happens during chromosomal reproduction in endopolyploid 


yeast cells appears therefore to be nothing exceptional. On this basis the 
comparatively bigger size of certain of the chromosomes in some cells 
would be intelligible. Even in the case of higher organisms it would be 
apparent from a careful analysis of the published literature, that the 
assumption that the complex nuclear structure in endopolyploid cells is 
the result of synchronous reproduction of all the chromosomes, is un- 
warranted (PAINTER and REINDORP, 1939; ScHuLTz, 1952). 

In fact Husxrns reports the occurrence of three stranded chromatids, 
pentaploid and hexaploid mitoses (1947, p. 406) and even haploid cells 
(1948a, p. 311) in diploid plants. Wuire (1951) in discussing the above 
report of Huskrns, considers that the occasional hexaploid and penta- 
ploid nuclei could not have arisen by endomitosis and suggests that they 
might have originated by fusion of cells. Proof has yet to be adduced that 
when chromosomes become polytene there is synchronous division of the 
homologues. 

e. Somatic Synapsis. 


Considering that chromosome reproduction is not synchronous, synap- 
sis of the chromosomes during the stages leading to and resulting in the 
reconstitution of the nucleus is surprisingly regular. Synapsis of chromo- 
somes during the telophase of mitosis was described and illustrated by 
Douratswamt (1953) and critical evidence for the same was presented by 


Royan (1953) using the inequality in size of the two chromosomes in a | 


riboflavin excreting mutant top yeast. Photomicrographic evidence was 
presented for the fusion of the two unequal chromosomes at telophase 
and their separation during the prophase. The same phenomenon involv- 
ing a larger number of chromosomes is illustrated in this paper. The 
attraction between the chromosomes preceding fusion could be separated 
into two distinct categories. The primary attraction seems to be between 
pairs of chromosomes and the subsidiary one between such pairs or groups 
of paired chromosomes (photos 12, 13, 14, 19, 20 and 21; Figs. 14, 15, 16, 
21, 22, 23, 24 and 25). This is reminiscent of the condition described by 
GRELL (1946) in the multiple complex cells of Culea. The final result is a 
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regular reconstituted nucleus which loses the affinity for the Feulgen 
stain on lapsing into the resting condition. There is no evidence for per- 
sisting heterochromatic knobs in resting nuclei. 


f. Budding and Somatic Reduction: 


In contrast to the differentiated cells of plants and animals which are 
incapable of any division, endopolyploid yeast cells often show budding. 
In such cases, two very characteristic types of distribution of the chro- 
mosome complement between the mother cell and the bud have been 
observed to occur. The more common mode of distribution effects a sepa- 
ration into two arbitrary groups of the multiple number of chromosomes 
in the mother cell. 

The alternative method appears to be unique in that endopolyploid 
nuclei of varying chromosomal complexity pass on to the bud only the 
normal complement, namely two chromosomes. This phenomenon descri- 
bed as “‘somatic reduction”? (PRAHLADA Rao and SuBRAMANIAM, 1952) 
appears to be widespread and seems to be characteristic of endopolyploid 
yeast cells. In an earlier contribution SuBRAMANIAM (1948b) reported 
the occurrence of a very small percentage of normal, mitotically dividing 
cells in fermenting cultures of the diploid. At that time he suggested that 
these may be highly resistant cells persisting in an unfavourable environ- 
ment. The results presented here invalidate such a concept. They are 
obviously the products of somatic reduction undergone by the endo- 
polyploid cells. From the additional photomicrographic evidence presen- 
ted in this paper, one has to presume that while on the one hand the 
phenomenon of endopolyploidy serves as a mechanism ensuring survival 
of the organism under unfavourable environments, somatic reduction 
enables it to return to the vegetative phase and then proliferate rapidly 
when aerobic conditions are restored once more. However, should the 
environment continue to be unfavourable these cells would in their turn 
become endopolyploid. 

Summary. 

1. The occurrence of endopolyploidy in yeasts posed several problems; 
the most important being the cytological changes that accompany a 
shift from aero- to anaero-biosis and vice versa and whether these are 
capable of being correlated with the cytological changes occurring during 
tissue differentiation in higher organisms. 

2. Cytological investigations of cells from 2-day old giant colonies 
reveal an ascending grade of chromosome complexity. Photomicrographs 
of cells from smears stained by the Feulgen technique are presented. 

3. The absence of any synchronization in the reproduction of chromo- 
somes of even the same complement leads to the production of cells with 
odd numbers of Feulgen positive bodies of varying sizes. 
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4. The stages leading to the telophasic reconstitution are remarkably 
regular. There appears to be a primary attraction between pairs of chro- 
mosomes and a secondary one between such pairs or groups of pairs. 
There is somatic synapsis. 

5. Amitosis-like pictures observed represent in reality transitory stages 
of reconstitution of an endopolyploid nucleus. The occurrence of telophasic 
nuclei of different sizes suggests that nuclei revert to the resting condition 
at the end of each doubling of the chromosome complement present ina cell. 

6. Endopolyploid cells are capable of budding. Confirmation of the 
peculiar type of somatic reduction reported earlier is presented. 

7. The need for using normal mitosis as a ‘standard’ to evaluate the 
changes that occur during endopolyploidy is stressed. 

8. The use of the term ‘‘endopolyploidy” to include the phenomena 
reported is discussed. Somatic reduction appears to be an essential adap- 
tation for survival. 
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Untersuchungen tiber den Wuchsstoffbedartf 
einiger Kulturweinhefen. 


Von 
T. WIKEN, H. SOMM und F. SULZER. 


Mit 1 Textabbildung. 


(Hingegangen am 2. Dezember 1953.) 


Uber den Wuchsstoffbedarf der Kultwrhefen (Brennerei-, Bier-, Wein- 
und Backerhefen) und der sogenannten wilden Hefen liegen zahlreiche 
Untersuchungen vor. Auf Grund der Ergebnisse dieser Untersuchungen 
wurde die Hypothese aufgestellt, dag die wilden Hefen fahig sind, eine 
synthetische Nahrlosung zu assimilieren, welche nur Zucker und anorga- 
nische Salze enthalt, waihrend die Kulturhefen, welche seit Jahren auf 
den im Laboratorium bereiteten Nahrbdéden weitergeziichtet wurden, 
dieses Vermégen verloren haben und nunmehr einen ausgepragten auxo- 
heterotrophen Charakter aufweisen (siehe Fries, 1938, 8. 1; SCHOPFER, 
1949, S. 126; Rrppet-BaLpEs, 1952, 8. 129). 


Kirzlich konnte nun einwandfrei gezeigt werden, da diese Hypothese eine un- 
statthafte Verallgemeinerung enthalt, indem die schweizerischen Kulturweinhefen 
,.Fendant, ,,Herrliberg’‘ und ,,Salenegg** imstande sind, in ganz kurzer Zeit ein 
wuchsstofffreies synthetisches Substrat zu assimilieren, welches Ammoniumsulfat 
oder vitaminfreies Caseinhydrolysat als Stickstoffquelle enthalt (WIKEN u. RIcHARD, 
195la und b, 1952a). Dabei findet die Vermehrung langs einer normalen, rasch 
ansteigenden, schwach S-formigen Wachstumskurve statt. Die Vermehrungsge- 
schwindigkeit ist auf dem Ammoniumsulfat praktisch gleich gro wie auf dem 
Aminosiuregemisch. Ferner wird in beiden Fallen approximativ die gleiche maxi- 
male Ausbeute an Zellen erreicht. Im Falle der ,,Ffendant‘‘-Hefe ist in Gegenwart 
von (+)-Biotin oder meso-Inosit eine kleine, aber deutliche giinstige Wirkung be- 
merkbar. Der férdernde EinfluB der Kombination beider Wuchsstoffe ist gleich 
groB oder ein wenig gréBer als die Wirkung des meso-Inosits allein. Bei den Rassen 
, Herrliberg und ,,Salenegg‘ iibt (-++)-Biotin weder auf die Geschwindigkeit der 
Zellvermehrung noch auf die Héchstausbeute an Zellen einen Einfluf aus. Dagegen 
bewirkt meso-Inosit eine bedeutende Stimulierung des Wachstums dieser beiden 
Heferassen. Die férdernde Wirkung des meso-Inosits kann nicht durch Zusatz von 
(+)-Biotin gesteigert werden. Adermin, Aneurin und (+)-Pantothensaure, einzeln 
oder in verschiedenen Kombinationen zugesetzt, erwiesen sich bei den erwahnten 
drei Hefen als véllig inaktiv. Hier sei nur noch erwahnt, daB die Kulturweinhefen 
,Fendant‘, ,,Herrliberg’ und ,,Salenegg” trotz ihrer ausgepragten Auxo-Auto- 
trophie 4uBerst empfindlich auf sehr kleine Mengen des (+)-Biotins bzw. meso- 
Inosits reagieren, indem bereits 0,0025—0,025 y des ersten und 0,25—2,5 mg des 
letzten Vitamins je 1000 ml Substrat aktiv sind. 
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Die Ansicht, daf& nur wilde Hefen imstande seien, in angemessener 
Zeit eine wuchsstofffreie synthetische Nahrlésung zu assimilieren, den 
Kulturhefen aber dieses Vermégen fehle, hat somit keine allgemeine 
Giiltigkeit. Die im hiesigen Institut durchgefiithrten Untersuchungen 
(Wikén u. Ricuarp, 1951 a und b, 1952 a und b, Frecurer, 1953) deuten 
vielmehr darauf hin, daB die Gruppe der Kulturweinhefen beziiglich des 
Bedarfs an Wuchsstoffen durch eine sehr groBe Heterogenitait gekenn- 
zeichnet ist, wobei die Zahl der Rassen, welche wie ,,Fendant*, ,,Herrli- 
berg und ,,Salenegg** auxo-autotroph sind, sicher nicht gering ist. 

Die von Wrk6n u. Ricard (1951b und 1952b) untersuchte Kulturweinhefe 
, Dézaley* weist eine komplizierte Auxo-Heterotrophie auf, indem ihre Zellen erst 


durch eine Kombination der drei Wuchsstoffe (+-)-Biotin, meso-Inosit und (+)- 
Pantothensaure zur maximalen Vermehrung gebracht werden kénnen, wahrend 


y 


a b c 


Abb. 1. Riesenkolonien der Heferassen ,, Waienfeld Ia‘ (a), ,,Spanien II* (b) und ,,Ungarn I‘ (e) 
auf Wiirzegelatine nach STELLING-DEKKER (1931). 4 Wochen alte Kulturen. *fs0 natiirlicher Gr6éBe. 


die von Frecurer (1953) beschriebene Rasse ,,Polymorphus II** zum normalen 
Wachstum nur einen Wuchsstoff, und zwar (+-)-Biotin nétig hat. Von der ersten 
Hefe wird ferner eine ammoniumsulfathaltige und von der letzten eine caseinhydro- 
lysathaltige Nahrlodsung ohne irgendeinen Zusatz von Vitaminen langsam assi- 
miliert. 

Die nachstehenden Ausfiihrungen stellen einen weiteren Beitrag zur 
Frage nach der Wirkung wasserléslicher Vitamine auf die Vermehrung 
der Kulturweinhefen in synthetischen Substraten dar. Als Versuchs- 
objekte dienten die Rassen ,,Maienfeld Ia‘, ,,Spanien II und ,,Un- 
garn I“ von der Eidg. Versuchsanstalt fiir Obst-, Wein- und Gartenbau 
in Wadenswil (siehe Livrut, 1947). Das Aussehen der Riesenkolonien der 
drei Heferassen auf Wiirzegelatine nach STELLING-DEKKER (1931, 8. 30 bis 
31; auf 10° Balling verdiinnte Wiirze; 16° Gelatine) geht aus Abb. 1 
hervor. 


Methodik. 


Das Impfmaterial stammte in simtlichen Versuchen aus 2 Tage alten Kulturen 
der betreffenden Heferassen in der von WIk&N u. RicHarD (1951a) als A bezeich- 
neten Nahrlésung. Diese hat die folgende Zusammensetzung (vgl. Mopxss, 1941 
8. 16): Nahrlésung A: Glucose 20,0 g; Malzextrakt ,,Biomalz‘ 5,0 g; NH,C10,5 g; 
KH,PO, 0,5 g¢; MgSO,- 7H,O 0,5 g; FeCl,-Lésung, 1 mg FeCl,/ml 1,0 ml; dest. 
Wasser ad 1000,0 ml. 
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Als Substrate in den Wachstumsversuchen dienten die ebenfalls von WIK6N u. 
Ricwarp (1951a) vorgeschlagenen Nahrlésungen B! und C. Diese sind von der fol- 
genden Zusammensetzung (vgl. WittraMs u. Mitarb., 1941 S. 86 bzw. ATKIN u. 
Mitarb., 1949 S. 98): Nahrlésung B?: Glucose 50,0 g; (NH,),SO, 6,0 g; KH,PO, 
2,0 g; MgSO, 7H,0 0,25 g; CaCl, 0,25 g; H,BO,-Lésung, 1 mg H,BO,/ml 1,0 ml; 
ZnSO,-Lésung, 1 mg ZnS8O,/ml 1,0 ml; MnCl,-Lésung, 1 mg MnCl,/ml 1,0 ml; 
TI,S0,-Lésung, 1 mg TI,SO,/ml 1,0 ml; FeCl,-Lésung, 0,5 mg FeCl,/ml 1,0 ml; 
CuSO,-Lésung, 0,1 mg CuSO,/ml 1,0 ml; KJ-Lésung, 0,1 mg KJ/ml 1,0 ml; dest. 
Wasser ad 1000,0 ml. — Nahrlésung C: Glucose 50,0 g; KH,PO, 0,55 g; KCl 
0,425 g; CaCl,- 2H,O 0,125g; MgSO,:7H,O 0,125g; FeCl,-6H,O 2,5 mg; 
MnSO,- 4H,O 2,5 mg; Kaliumcitrat-Puffer, 0,4 m, Pu = 4,8—5,0 50,0 ml; 
Caseinhydrolysat, vitaminfrei, 10%, py = 4,8—5,0 40,0 ml; dest. Wasser ad 
1000,0 ml, 

Die Vitaminkonzentrationen der Kultursubstrate B! und C waren wie folgt: 
{+-)-Biotin 25 y/1000 ml; D(-++)-Pantothensaure (als Ca-Salz) 2,5 mg/1000 ml; meso- 
Inosit 25 mg/1000 ml; Adermin 0,5 mg/1000 ml; Aneurin 0,5 mg/1000 ml. 

Beziiglich der Einzelheiten der Herstellung der erwahnten Substrate, der Imp- 
fung und Bebriitung der Kulturen sowie der Messung des Wachstums verweisen 
wir auf die Arbeit von Wrk&N u. RicHaRD (1951a). Hier sei nur erwahnt, daB samt- 
liche Versuche in Reagenzglasern mit je 8 ml Nahrlésung bei 20°C durchgefiihrt 
wurden, wobei die mit gewaschenen Hefezellen geimpften Kulturen einmal tiglich 
griindlich geschiittelt wurden. Als MaB des Wachstums wurde das Absorptions- 
vermogen der Kulturen fiir Licht der Wellenlinge 660 mu verwendet. Die Licht- 
absorption der zwecks Aufschwemmung der Hefe kraftig geschiittelten Kulturen 
wurde mit Hilfe eines Beckman-Spektrophotometers in Corex-Kiivetten mit 
einer Schichtdicke von 10mm gemessen, wobei die Spaltweite 0,06 mm betrug 
und das unbeimpfte Substrat als Vergleichslésung (Durchlassigkeit = 100%) 
diente. 


In den Tab. 1—12 sind die erwahnten Durchlassigkeitswerte (94) als MaB des 
Wachstums angefiihrt, wobei samtliche Werte Durchschnitte aus 5 parallelen Kul- 
turen darstellen. 


Verlauf der Versuche. 


Heferasse ,, Maienfeld Ia‘. 


Im ersten Versuch, dessen Ergebnisse in Tab. 1 (S. 204) aufgefiihrt 
sind, wurden die Wuchsstoffe einzeln zugesetzt. Es ist ersichtlich, daB in 
Nahrloésung C (Caseinhydrolysat als Stickstoffquelle) sowohl Biotin als 
auch Pantothensiure einen férdernden Einflu8 auf die Vermehrung der 
Hefe ausiiben, wihrend in Substrat B! (Ammoniumsulfat als Stickstoff- 
quelle) nur Biotin wirksam ist. Inosit, Adermin und Aneurin sind prak- 
tisch inaktiv in beiden Substraten. 

Im zweiten Versuch wurde die Wirkung verschiedener Kombina- 
tionen von Biotin, Pantothensaure und Inosit gepriift, wobei zum Ver- 
gleich teils Kulturen ohne irgendeinen Vitaminzusatz, teils solche mit 
Zusatz der einzelnen Vitamine angesetzt wurden. Aus Tab. 2 (S. 205) geht 
hervor, da® die Wuchsstoffwirkung des Biotins in Nahrlésung Bt durch 
Tnosit und vor allem durch Pantothenséure und die Kombination dieser 
beiden Wuchsstoffe erheblich gesteigert wird. Die Gemische Biotin +- 
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Pantothensiure + Inosit und Biotin + Pantothensiure ermdéglichen in 
der Tat eine sehr rasche Vermehrung, welche praktisch ohne Induktions- 
periode einsetzt. 

In Substrat C ist die Kombination von Biotin und Pantothensaure 
wesentlich aktiver als die einzelnen Vitamine und erméglicht eine Ver- 
mehrung der Hefezellen, welche praktisch von der gleichen Geschwindig- 


Tabelle 1. Heferasse: ,,Maienfeld Ia‘. 
Impfkultur: Nahrlésung A, 48 Std alt. — Impfung: 26. 1.53. — 5 Parallelen. 


Zeit Kein (+)-Biotin Adermin Aneurin haart ginal meso-Inosit 
Sea] esha | as rouona | OS Oanel al aEaSR aa eae 
Nahrlésung B! 
24 | 98,8 | 99,0 98,8 99,0 98,5 99,0 
48 98,5 98,4 98,0 98,2 97,4 98,1 
72a 95,7 95,9 95,2 97,1 96,1 95,0 
96 89,6 85,6 87,8 88,5 90,1 84,4 
120 | 74,9 63,6 76,7 75,4 71,4 72,6 
[6G nue O 1,4. 25,7 59,3 56,5 58,3 55,6 
192 | 51,9 17,2 50,3 ni.3 ' 48,4 44,8 
216 45,0 11,6 45,0 43,0 43,0 43,1 
Nahrlésung C 
24 98,1 98,0 99,1 98,5 95.9 97,8 
48 97,7 97,2 98,9 98,1 87,2 93,4 
72 98,7 98,6 98,6 | 99,4 80,7 98,5 
96 97,1 97,5 98,5 98,1 70,1 97,1 
120 97,3 97,2 98,7 97,5 50,1 97,6 
168 | 96,3 92,9 98,2 98,7 / 49,0 97,4 
19274 93,9 lee 99,8 | 96,9 41,2 95,8 
216 | 94,5 49,1 | 98,9 | 96,8 | 35,1 95,2 


keit und GréBe ist wie in den Kulturen, welche gleichzeitig Biotin, Pan- 
tothensidure und Inosit enthalten. Inosit bewirkt eine deutliche Erhéhung 
der Wuchsstoffwirkung der Pantothensiure, wihrend es in den mit Bio- 
tin versetzten Kulturen in angemessener Zeit keine zusaitzliche Wachs- 
tumsstimulierung hervorruft. 

Mit dem dritten Versuch beabsichtigten wir, den Einflu8 des Ader- 
mins und Aneurins auf den Wuchsstoffeffekt des Biotins zu untersuchen. 
Die Ergebnisse, welche in Tab. 3 (S. 206) vorliegen, bestiatigen eindeu- 
tig, daB Adermin und Aneurin véllig inaktiv sind. Die Kulturen, welche 
Gemische dieser Vitamine mit Biotin enthalten, zeigen praktisch das 
gleiche Wachstum wie die Kulturen, welche mit Biotin allein versetzt 
waren, 

Aus den Tab. 1—3 geht ferner hervor, daB die Heferasse ,,Maienfeld 
Ta“ imstande ist, die wuchsstofffreien Nahrlésungen B1 und C lang- 
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sam zu assimilieren. Seit den klassischen Untersuchungen von Coprrna 
(1929) ist es nun bekannt, da die Vermehrung der Hefen haufig sehr 
stark von der GréBe der zur Impfung verwendeten Zellmenge abhingig 
ist, indem Heferassen, welche nach schwacher Impfung in vitaminfreien 
Substraten kein Wachstum zeigen, nach starker Impfung die gleichen 
Nahrlésungen zu assimilieren vermégen. Auf diese Erscheinung wird ja 


Tabelle 2. Heferasse: ,,Maienfeld Ia‘. 
Impfkultur: Nahrlésung A, 48 Std alt. — Impfung: 21. 2. 53. — 5 Parallelen. 


A (+)-Biotin 25 y/1000 ml 
g aa = oele a ao = eo 
% = Be a )ee 8) Ba a |28 & 
eit 4 af zs es |284e| 48 es |388e 
eco eS a8 ga |e oa| 28 | ga |S8 oF 
m8 cs aver St ueikae aes Gia Baa Gice a 8 
Nahrlosung B! 
48° | 98,7 97,6 98,1 98,5 98,2 79,5 97,4 hi 
42 98,0 94,8 98,5 96,3 98,5 37,5 93,9 26,2 
96 = 97,7 86,2 98,0 97,7 97,8 oe 84,6 10,1 
120 96,0 66,2 98,2 97,8 97,4 14,6 53,2 9,1 
144 | 97,5 38,8 97,3 97,0 96,0 12,4 27,0 10,0 
168 98,0 23,0 97,6 97,1 95,9 12,2 14,1 10,6 
216 ~=—-:96,,6 12:9 95,3 95,3 92,7 13,4 10,5 9,7 
At 97,1 10,9 96,0 95,4 94,2 13,4 10,4 9,8 
Nahrlosung C 
48 99,8 99,6 99,3 99,9 95,3 98,3 99,8 96,0 
72 | 98,5 98,0 95,9 98,2 73,3 86,2 98,1 59,5 
96 98,7 97,1 98,0 98,5 63,8 41,1 98,5 14,3 
120 99,0 97,0 78,5 99,0 47,6 14,8 98,4 6,8 
144 98,1 89,1 76,5 98,2 38,2 7,6 96,9 6,0 
168 96,0 88,1 68,8 98,8 32,1 7,0 86,8 6,4 
216+} 91,5 74,7 60,3 98,5 27,9 7,0 61,8 6,4 
240 | 87,0 63,1 54,5 94,9 24,9 7,0 39,8 6.6 


| 2 


in gewissen zusammenfassenden Arbeiten (siehe z. B. ScHoPFER, 1949, 
8. 125) die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der einerseits von 
PastTEeuR, anderseits von Ligeia angestellten Wachstumsversuche mit 
Hefen zuriickgefiihrt. Um die Bedeutung der Impfmenge fiir das Wachs- 
tum der Hefe ,,Maienfeld Ia‘ zu beleuchten, wurden ein vierter Ver- 
such in Nahrlésung B! und ein fiinfter in Nahrlosung C angesetzt. 
Die zur Impfung verwendeten Zellmengen verhielten sich dabei wie 
1 zu 10. Dies entsprach einer Durchlassigkeit der frisch geimpften Kul- 
turen von 99,2—99,4 bzw. 98,3—98,7%. Aus den in Tab. 4 bzw. 5 (S. 207) 
aufgefiihrten Ergebnissen ist ersichtlich, daB die Vermehrungsgeschwin- 
digkeit der Hefe sowohl in den wuchsstofffreien, als auch in den wuchs- 
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stoffhaltigen Substraten zwar von der GréBe der Impfmenge abhangig 
ist, dieser Umstand aber fiir die Beurteilung der Wirkung der einzelnen — 
Vitamine belanglos ist. Bei schwacher wie bei starker Impfung tibt Biotin © 
in beiden Substraten einen fordernden EinfluB auf die Zellvermehrung 
aus, waihrend Pantothensiiure nur in Nahrlésung C wirksam ist und 
Adermin sowie Aneurin und Inosit durchgehend inaktiv sind. 


Tabelle 3. Heferasse: ,,Maienfeld Ia‘. 
Impfkultur: Nahrlésung A, 48 Std alt. — Impfung: 28. 2. 53. — 5 Parallelen. 
Se SS ee 


' (+)-Biotin 25 y/1000 ml 

& Cowl = _ Cel _— mel Lomel Ll 

8 4 E E a € E E a 

i re So —) So ro) =) —) —) o 

af | #2 | BR | ge |ER ee) Ef | ge | Ea ee 

oD 2 10 12 Lomo) wo ve) 

iM & os 2 Lado apo tee) a ee en we ee 

Nahrlésung B! 
48 98,6 97,0 98,4 98,3 98,7 96,5 | 98,4 97,8 
72 99,1 93,7 98,6 | 99,2 99,3 93,1 96,1 95,8 
96 98,6 82,4 98,5 | 98,7 98,6 82,8 78,0 79,9 
120 97,5 57,9 97,0 | 98,9 99,1 63,4 57,4 54,8 
144 97,4 35,3 96,7 | 98,6 98,7 41,2 35,3 31.9 
168 96,9 20,5 95,9 | 98,1 98,2 22,3 18,0 18,0 
216 94,5 12,1 93,2 96,8 96,0 13,3 12,6 12,6 
240 94,2 12,2 94.0 95,7 95,6 12,0 12,4 13,2 
Nahrlésung C 

48 98,2 99,1 95,6 96,4 97,0 | 96,9 97,9 97,8 
72 99,5 98,1 96,9 97,1. | 98,7 | 98,1 98,5 98,6 
96 99,5 97,8 96,4 97,1 98,2 98,6 97,9 98,6 
120 | 97,9 | 863 | 946 | 95,4 | 96,8 96,7 | 88,9 | 97,6 
144 97,9 66,9 98,5 94,4 | 95,2. | 88,1 86,8 86,9 
168 | 97,6 22.6 94,0 96,9 94,7 34,9 49,4 50,0 
216- | 94,0 15,9 93,8 94,8 95,6 1% 20,4 12,1 
240 92,8 16,6 93,1 93,9 | 91,8 6,8 8,9 8,7 


Der Wuchsstoffbedarf der Kulturweinhefe ,,Maienfeld Ia‘ erinnert 
stark an denjenigen der von Wikin u. RrowarD (1951b und 1952b) 
untersuchten Rasse ,,Dézaley“. Beispielsweise wird in beiden Fallen 
maximales Wachstum erst nach Zusatz einer Kombination der drei Vit- 
amine Biotin, Inosit und Pantothensiiure erméglicht. Ferner erweisen sich 
Adermin und Aneurin, einzeln oder gleichzeitig zugesetzt, als véllig in- 
aktiv. Anderseits bestehen in den Wuchsstoffanspriichen der beiden 
Hefen groBe Unterschiede. In den Kulturen mit Inosit allein tritt bei der 
Rasse ,,Maienfeld Ia‘ praktisch keine Férderung der Zellvermehrung 


auf, wihrend bei der ,,Dézaley‘‘-Hefe eine deutliche Stimulierung des 
Wachstums feststellbar ist, usw. 
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Tabelle 4. Heferasse: ,,Maienfeld Ia‘. 
Impfkultur: Nahrlésung A, 48 Std alt. — Kultursubstrat: Nahrlésung B!. — 
Impfung: 10. 4. 538. — 5 Parallelen. 
a 


Zeit i i> P (2)-Biotin Adermin Aneurin | Pantothen- meso-Inosit 
Std uchsstoff- | 5, y/1000 ml 0,5 mg/ 0,5 mg/ sdure 2,5 mg/ | 25 mg/ 
zusatz 1000 ml 1000 ml 1000 ml | 1000 ml 


ee a a ee ee ee 
Schwache Impfung 


72 98,7 | 98,5 | 98,8 98,9 | 99,0 | 98,8 

96 98,9 | Diieul 98,6 98,2 98,1 97,5 
120 - OTs | 91,4 | 97,9 | 98,0 97,3 97,4 
144 98,4 85,9 | 98,1 98,7 98,1 97,5 
168 97,3 78,5 97,0 97,5 97,2 96,8 
192 94,7 73,0 94,7 95,9 94,7 93,5 
240 95,7 61,1 94,8 96,1 96,2 93,8 
268 92,3 46,6 (| 92,9 93,4 91,8 — 

Starke Impfung 

Teil 96,8 89,9 96,2 97,4 96,2 96,6 

96 96,2 83,9 95,4 97,2 95,0 94,9 
120 95,3 | 77,2 94,3 96,9 93,9 94,7 
144 94,2 | 73,5 | 93,0 95,8 93,3 93,4 
168 91,6 | 65,6 90,9 95,3 DIEZ 91,4 
192 89,7 56,7 89,1 94,7 89,4 90,1 
240 88,6 41,0 88,6 94,1 86,6 87,4 
268 86,6 S00 ont LSet | ae Oss 85,7 82,4 


Tabelle 5. Heferasse: ,,Maienfeld Ia‘. 
Impfkultur: Nahrlésung A, 48 Std alt. — Kultursubstrat: Nahrlésung C. — 
Impfung: 11. 4. 53. — 5 Parallelen. 


Schwache Impfung 


48 97,800, |, |. 97,9 98,2 98,5 95,7 97,1 
72 97,5 96,8 | 97,4 97,8 88,9 95,8 
96 97,2 O75 a aly 05.5 98,0 17.2 94,2 
120 96,8 94,8. | 96,4 97,0 73,7 94,2 
144 93,8 88,6 96,6 94,1 | 64,6 93,1 
168 94,1 71,29) 944 93,0 61,2 92,4 
216 90,6 25.9; 001 sO} 85,4 52,3 90,6 
240 86,9 Cl Laeveleue? 6x6 87,3 41,1 86,6 
Starke Impfung 
48 85,7 84,8 85,4 86,7 80,9 79,7 
72 81,2 82,6 78,8 81,5 70,8 81,8 
96 76,4 76,1 77,9 77,2 64,4 76,6 
120 Th One| pte61,8 71,8 69,6 58,3 68,4 
144 Coin loeclc 68,2 65,7 47,0 57,7 
168 64,6 12,8 | 66,0 64,1 44,4 56,8 
216 ayy ae 6 licen. ~o7ns 54,5 34,9 52,2 
240 47,5 6,1 51,1 45,5 27,0 52,8 
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Heferasse , Spanien II“. 

Die Ergebnisse des ersten Versuchs mit der Kulturweinhefe 
, Spanien II liegen in Tab. 6 vor. Es ist ersichtlich, daB die Wuchsstoffe 
Biotin, Adermin, Aneurin, Pantothensiéure und Inosit, einzeln zugesetzt, 
sowohl im ammoniumsulfathaltigen (B1) als auch im caseinhydrolysat- 
haltigen (C) Substrat unwirksam sind oder (Adermin und Aneurin) eine — 


=e 


Tabelle 6. Heferasse: ,,Spanien II**. 
Impfkultur: Nahrlésung A, 48 Std alt. — Impfung: 7. 2. 53. — 5 Parallelen. 


(+)-Biotin 
: Kein er Adermin Aneurin | Pantothen- | meso-Inosit| 25 y/1000 ml 
Zeit (+)-Biotin Fs 
Wuchsstoff- |. 0,5 mg/ 0,5mg/ |siure2,5mg/| 25 mg/ Pantothen- 
ate eluate ee ea 1000 ml 1000 ml 1000 ml 1000 ml | siure2,5mg/ — 
1000 ml 
Nahrlésung Bt 
48 | 98,0 73° [OMS 97,4 97,5 97,5 97,4 
72, 97,8 97,0 97,4 | 97,5 97,4 97,5 96,2 
96 97,4 97,2 96,6 06,7 da}? — 97,2 95,9 96,1 
120 97,5 97,6 95,5 | 960 | 97,5 96,5 93,5 
144 97,0 95,0 94,0 93,3 96,1 95,2 86,8 
168 96,3 94,4 92,4 93,3 96,3 92,6 79,2 
216 92,3 91,4 89,8 90,6 94,2 92,3 47,9 
240 | 91,4 90,6 88,4 89,9 89,2 90,1 30,5 
Nahrlésung C 
48 97,8 97,4 97,0 96,6 97,3 97,8 97,3 
72 97,8 97,4 97,0 96,3 97,4 97,7 97,2 
96 97,6 97,3 97,2 95,8 97,3 97,6 96,9 
120 98,3 98,0 97,8 | 96,6 98,0 98,2 97,9 
144 98,1 98,1 97,0 95,7 97,7 97,8 97,0 
168 97,8 97,8 97,1 96,5 97,7 97,5 97,3 
216 96,6 97,2 96,4 95,2 96,1 96,4 96,5 
240 96,9 | 97,1 95,0 94,5 96,5 95,6 96,5 


kleine giinstige Wirkung haben, wiihrend das Gemisch von Biotin und 
Pantothensiure in der ersten Naihrlésung einen mittelmaBigen fordernden 
HinfluB auf die Vermehrung der Hefe ausiibt. 
Aus den Ergebnissen des zweiten Versuchs, die in Tab. 7 (S. 209) auf- 
gefithrt sind, geht hervor, da die Rasse ,, Spanien II“ gleich wie ,, Dézaley 
(WikéN u. Ricnarp, 1951 b und 1952b) und ,, Maienfeld Ia‘ erst durch ein 
Gemisch der drei Vitamine Biotin, Pantothensiure und Inosit zur maxi- 
malen Vermehrung gebracht werden kann. Die in Tab.7 angefiihrten Daten 
bestitigen, daB die Kombination von Biotin und Pantothensiure in Nahr- 
lésung B* eine wachstumsstimulierende Wirkung ausiibt, und zeigen ferner, 
daBimerwahnten Substrat auch ein Gemisch von Biotinund Inositaktiv ist. 
Es wurde mit der Hefe ,,Spanien II“ ein dritter Versuch durch- 
gefiihrt, um den Einflu8 der Wuchsstoffe Adermin und Aneurin auf das 
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achstum in Kulturen mit und ohne Biotin zu untersuchen. Aus Tab. 8 
. 210) ergibt sich, daB die Gemische Biotin + Adermin, Biotin + Ader- 
in+ Aneurin und Biotin + Aneurin wirksam sind, und zwar sowohl im 
nmoniumsulfathaltigen (B+) als auch im caseinhydrolysathaltigen (C) 
ubstrat. Dabei ist die Aktivitat der ersten beiden Kombinationen in 
ahrl6sung B! und diejenige der letzten Kombination in Lésung C am 


Tabelle 7. Heferasse: ,,Spanien II*. 
Impfkultur: Nahrlésung A, 48 Std alt. — Impfung: 7. 3. 53. — 5 Parallelen. 


Ss | (+)-Biotin 25 y/1000 ml 

3 oO —» © — o o 

es -s 5 g = g = & q 4 me = 
me | & | «2 | a2 | cf [dee] 22 | eS |dee8 
Mee | Se) aa | as je= ss) a= | gs |a2e5 

Peg | 2=-| 28) ef [Sf aa) 22 | ¢2 |S8 8 
| we | £8 A Hae heer ed mer Be | mare 
Nahrlésung Bt 
48 | 99,0 | 98,5 99,0 | 98,7 98,3 98,3 | 98,2 97,7 
72 | 98,1 97,1 98,6 | 98,1 97,9 95,6 | 96,2 93,1 
96 | 98,3 97,1 98,3 98,0 97,4 93,2 | 95,1 84,2 
20 | 98,1 96,3 98,4 | 97,7 97,2 90,3 | 92,5 48,9 
44. 98,7 94.6 98,3 97,8 97,5 80,2 | 86,0 30,8 
68 98,1 94,1 98,3 | 97,7 97,1 71,7 | 82,9 28,4 
16 98,3 90,7 98,1 97,2 96,6 47,0 | 33,6 15,8 
40 | 98,5 86,500) 97,844-—97,1 95,9 27,3 | 20,6 12,5 
Nahrlésung C 

48 98,6 98,8 98,6 98,4 98,8 98,8 | 98,9 98,3 
72 98,3 98,3 98,6 98,1 98,2 98,8 | 98,7 97,8 
me | 98,4 | 98,2 98,1 98,3 97,6 98,2 | 98,2 97,5 
20 | 97,9 97,8 97,7 98,0 97,3 97,3 | 97,9 95,9 
a | 97,6 | 98,2 97,9 97,9 96,5 97,9 | 97,5 94,6 
68 98,1 98,2 98,0 | 97,9 95,9 98,1 | 98,0 93,4 
16 97,8 98,0 | 95,5 | 96,7 90,9 97,1 | 97,1 67,6 
4.0 97,5 | 97,8 94,4 | 96,8 89,2 97,1 | 96,9 31,9 


-OBten. Adermin, einzeln zugesetzt, zeigt wie das Gemisch Adermin + 
neurin einen kleinen férdernden EinfluB in beiden Substraten, wahrend 
neurin allein nur in Medium C wirksam ist. 

Die erwihnten Ergebnisse wurden, wie aus Tab. 9 (S. 210) hervorgeht, 
arch die Resultate eines vierten Versuchs durchgehend bestatigt. 
Bei der Rasse ,,Spanien II kann. die Kombination Biotin + Panto- 
1ensaure + Inosit in Anwesenheit von Ammoniumsulfat oder Casein- 
ydrolysat als Stickstoffquelle somit durch das Dreiergemisch Biotin + 
dermin + Aneurin ersetzt werden. Auch die Zweierkombinationen 
iotin + Adermin und Biotin + Aneurin erméglichen in beiden Fallen 
ne Vermehrung der erwihnten Hefe, wobei das erste Gemisch in der 

14* 
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Tabelle 8. Heferasse: ,,Spanien II“. 
Impfkultur: Nahrlésung A, 48 Std alt. — Impfung: 13. 3. 53. — 5 Parallelen. 


NN a Le Ln a Le na 
ie (+)-Biotin 25 y/1000 ml 
a pb eI z - I | 2 & 
Zeit iS ad = s S & s s ove f= 
Std 3 es as e= |SSa5| gS | ge |Se ge 
eg | 22 | ER | Be |Eege| ER | ge | Baga 
ME Ls ee ee ee ee eee 
Nahrloésung Bt 
60 97,3 96,3 97,5 97,3 97,3 91,3 95,1 87,7 
84 96,8 94,8 94,8 96,3 96,3 79,4 93,4 63,1 
108 95,9 93,8 91,8 95,3 94,2 61,8 92,1 43,5 
Loe 94.3 91,9 90,7 93,2 89,2 34,3 91,6 25,5 
156 91,9 90,5 90,2 91,9 87,5 26,1 90,9 18,3 
180 89,6 88,6 87,2 87,6 85,1 ily F! 86.6 13,0 
228. 91,5 84,0 83,9 86,7 84,6 Lis 74,8 TNS? 
252 87,6 82,3 80,2 84,1 80,7 11,4 68,3 11,3 
Nahrlésung C 
60 98,0 97,9 96,8 96,5 95,4 95,7 | 95,2 96,0 
84. 97,5 975 95,6 95,0 95,7 95,0 | 93,1 96,0 
108 97,4 97,3 94,8 94,3 94,4 95,2 90.5 95,2 
132 97,6 97,1 93,3 94,0 94,4 94,9 87,3 95,7 
156 97,7 97,4 92,1 93,1 93,7 95,5 70,8 95,8 
180 97,2 97,2 91,7 93,7 93,7 94,1 | 56,0 93,7 
228 97,3 97,0 91,7 93,6 94,0 76,8 | 30,9 62,2 
252 96,9 97,6 91,6 93,6 | 92,8 40,3 | 26,0 18,5 


Tabelle 9. Heferasse: ,,Spanien II“. 
Impfkultur: Nahrl6sung A, 48 Std alt. — Impfung: 18. 4. 53. — 5 Parallelen. 


Nahrlésung Bt 


48 98,1 98,1 98,1 98,2 98,0 94,0 | 96,2 92,0 
72 97,5 98,5 96,9 97,8 97,1 86,0 | 94,3 78,0 
96 96,7 97,6 95,9 96,3 95,7 58,7 91,7 50,1 
120 96,7 96,6 94,2 95,3 2,9 50,2 91,4 38,6 
144 95,9 95,9 93,0 95,0 92,0 28,4 89,2 22,8 
168 95,2 95,3 92,5 92,5 90,1 20,5 88,0 14,8 
216 94,0 91,8 88,7 93,0 86,3 12,4 78,1 9,7 
240 91,3 91,6 89,9 92,3 86,7 10,6 69,9 10,5 


Nahrlésung C 


48 98,5 98,2 92,8 95,5 93,9 94,8 95,4 96,1 
72 97,9 98,5 90,4 93,8 92,3 94,2 | 93,3 96,5 
96 98,1 97,2 91,9 90,9 92,6 93,4 | 80,2 95,0 
120 98,1 97,8 91,8 91,2 92,0 O92 sie 95,9 
144 97,3 96,9 91,9 89,4 89,9 89,4 51,8 94,6 
168 97,6 98,2 90,8 90,4 91,0 87,5 37,1 92,9 
216 97,8 98,2 84,5 89,2 89,0 51,4 | 32,0 39,1 
240 98,2 98,1 82,8 89,7 87,1 298 | — 25,8 
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ammoniumsulfathaltigen und das letzte in der caseinhydrolysathaltigen 
Nahrlésung den gré8ten Wuchsstoffeffekt ausiibt. Mit den Zweierge- 
mischen Biotin + Pantothensiure und Biotin + Inosit erhalt man da- 
gegen nur in Gegenwart des Ammoniumsalzes eine wachstumsfordernde 
Wirkung. 

» Spanien II“ ist die einzige der von uns bisher untersuchten Kultur- 
weinhefen, bei welcher Adermin und Aneurin, einzeln und gleichzeitig 
zugesetzt, einen wenn auch kleinen Wuchsstoffeffekt ausiiben (vgl. 
Wren u. Ricwarp, 1951 a und b, 1952a und b, sowie FrecuTEr, 1953). 


Heferasse ,,Ungarn I“. 


Im ersten Versuch mit ,, Ungarn I“ wurde die Wirkung der einzelnen 
Vitamine gepriift. Die Ergebnisse liegen in Tab. 10 vor. Sie zeigen ein- 
deutig, daf nur Biotin eine rasche Assimilation der Substrate B! und C 
durch die Zellen dieser Heferasse erméglicht. Adermin, Aneurin, Pan- 
tothensaure und Inosit sind praktisch unwirksam. Aus Tab. 10 geht 
ferner hervor, daB die Hefe ,,Ungarn I“ das Vermégen besitzt, sich in 
der caseinhydrolysathaltigen Nahrlésung (C) ohne irgendeinen Wuchs- 
stoffzusatz langsam zu vermehren. 


Tabelle 10. Heferasse: ,,Ungarn I. 
Impfkultur: Nahrlésung A, 48 Std alt. — Impfung: 14. 2. 53. — 5 Parallelen. 


Zeit Kein (+)-Biotin Adermin Aneurin Pantothen- meso-Inosit 
BE cant, pee eM0om | Teoomt | i600 mi |p 1000mb| 3090 a 
Nahrlésung Bt 
48 97,8 97,4 98,4 97,9 98,2 98,2 
72 98,2 89,3 97,5 98,5 98,2 97,8 
96 98,5 64,3 98,2 98,5 98,1 98,1 
120 98,1 39,1 97,5 98,1 98,0 97,9 
144 98,6 29,7 97,6 98,1 98,2 97,7 
168 98,2 22,2 97,4 98,1 97,9 97,3 
216 98,0 17,0 97,5 98,3 98,3 96,5 
240 97,2 14,9 97,9 _ O14 97,3 97,0 
264. 96,9 15,0 96,5 97,5 96,3 96,9 
Nahrlésung C 
48 97,0 94,7 97,4 94,2 93,8 96,3 
72 95,0 87,1 96,1 88,9 86,8 91,3 
96 92,7 59,5 90,4 89,9 84,0 87,9 
120 83,1 23,9 83,7 81,3 75,5 Wigs: 
144 80,1 17,8 76,2 80,5 72,1 TAs 
168 73,9 11,0 68,2 76,2 69,0 71,2 
216 69,5 8,1 63,0 69,0 61,6 65,0 
240 66,3 6,9 63,5 67,9 60,0 60,9 
264 64,6 7,9 52,0 63,9 | 60,3 59,0 


‘ 
t 


Im zweiten Versuch wurden die Vitamine Biotin, Pantothensaure — 
und Inosit einzeln und in Kombinationen zugesetzt. Aus Tab. 11 geht her-_ 
vor, daB der Wuchsstoffeffekt des Biotins in Nahrlosung B* durch Inosit, © 
Pantothensaure und das Gemisch Inosit + Pantothensiure wesentlich ge- — 
steigert wird, wobei die Wirkung in der erwihnten Reihenfolge zunimmt. — 
Dagegen lift sich in Substrat C ein derartiger Einflu8 nicht feststellen.— 
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Tabelle 11. Heferasse: ,,Ungarn I*‘. 
Impfkultur: Nahrlésung A, 48 Std alt. — Impfung: 14. 3. 53. — 5 Parallelen. 


& (+)-Biotin 25 y/1000 ml - 
re : yf | pe Le Sot See, 
ge ake BS. | ye [2 bspe ee en. ane 
ME ta fat HS [ma aa | mer gaa lao ae 
Nahrlésung Bt 
54 | 98,3 | 81,6 | 97,9 | 98,5 | 98,2 84,6 | 79,4 81,1 
78 | 98,2 | 50,0 | 97,6 | 98,0 98,5 41,1 | 40,1 35,0 
G1] (O68 ot t)t Shei U6 n° Omar 23,8 | 28,9 22,4 
120 | 98,1 | 25,6 | 96,5 | 97,7 97,6 10,6° 7" 20 14,1 
144 | 97,9 | 21,2 | 96,1 | 966 | 97,7 | 12,4 | 16,9 10,6 
168 | 97,8 | 19,0 | 96,0 | 97,2 | 97,1 10,3 | 13,3 8,8 
216 hin 97,8. | 13,8 bi OBS day B73 din OCP 9,0 | 11,4 8,4 
240 | 97,3 | 14,3 | 95,2 | 97,0 | 96,2 90 | 11,3 8,2 
Nahrlésung C 

ov 0.7 Seo ee. Ba ee Bee 88,0 | 86,4 86,1 
7a 70.6.) 56.8 8. 16.8 a Tet 78,5 58,6 | 55,1 52,9 
Ger 76.0 "| 209) 736 7 aT 73,1 31,9 | 31,9 28,1 
120 | 65,8 | 16,8 | 65,0 | 65,7 | 64,8 16,7 18,5 15,9 
144 | 61,1 18,0 | 68,9° | '62,2°)" 60,2 11,6 13,4 11,2 
168 | 57,8 | 10,3 | 55,6 | 56,4 | 54,6 10,1 | 10,7 9,3 
216 | 51,2 9,3 | 50,0 | 50,4 50,5 a8 9,2 7,5 
240 | 47,0 Soir 4Haey 276 45,4 8,4 9,4 7,8 


Im dritten Versuch mit der Rasse ,,Ungarn I“ beabsichtigten wir, die 
Wirkung verschiedener Kombinationen von Biotin, Adermin undAneurin 
mit derjenigen des ersten Vitamins zu vergleichen. Aus Tab. 12 (S. 213) 
ist ersichtlich, dafB Aneurin und besonders das Gemisch Adermin + Aneu- 
rin in Nahrlésung B! den wachstumsférdernden EinfluB des Biotins zu 
steigern vermégen. Die Kulturen in Substrat C, welche gleichzeitig mit 
Biotin und Aneurin bzw. Biotin, Adermin und Aneurin versetzt waren, 
wiesen dagegen im Vergleich zu den Kulturen mit Biotin allein eine 
Hemmung der Zellvermehrung auf. 

Die Heferasse ,,Ungarn I“ ist somit gleich wie die von FrecuTEr (1953) 
beschriebene Kulturweinhefe ,,Polymorphus II‘‘ durch eine ausgepragte 
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Biotin-Heterotrophie gekennzeichnet. Bereitsnach Zusatz von Biotinallein 
tritt in beiden Fallen normales Wachstum lings einer S-formigen, rasch 
ansteigenden Kurve ein. Ein Unterschied zwischen den zwei Heferassen 
besteht darin, daB die Zellen von ,, Polymorphus II“ in N ahrlosung B! nach 
Zusatz von Biotin-haltigen Zweier- und Dreierkombinationen der Vitamine 
keine groBere Vermehrung zeigt als in Anwesenheit des Biotins allein. 


Tabelle 12. Heferasse: ,,Ungarn I*. 
Impfkultur: Nahrlésung A, 48 Std alt. — Impfung: 21. 3. 53. — 5 Parallelen. 


8 (+)-Biotin 25 y/1000 ml 

peas Tiealiith nih} Be pee aia 4oreig abe Aso] Gs Z 

4] So (=) oS [=} o i=) i=) 

ese MieGals Shh eB neh gs) 28 

BO lass Syke thi Gall. Gales seb 454, 4o 95 

Ee oe ae a a 

o to) Le} wo tex} ite} 

ME ae ae ac ae ao ao b> a phe pe 

Nahrlésung Bt 
48 96,8 87,2 97,6 97,2 | 97,1 88,1 83,6 84.2 
he, 97,2 56,0 96,6 97,0 | 97,0 57,6 50,8 49,0 
96 96,6 36,4 96,8 97,1 5) 96:8 36,6 33,4 29,9 
120 96,5 Diee | 96,7 96,7 | 96,9 24,7 24,8 23,0 
144 96,2 214 963 96:9" "96.0 19,5 19,2 18,2 
168 96,5 18,0 | 95,9 96,5 | 96,3 16,4 14,3 14,6 
216 96,5 17,4 96,2 97,2 | 96,9 15,3 14,3 14,6 
240 96,4. LG;4 ein 9655 96,9 | 96,9 15,3 16,7 14,5 
: Nahrlésung C 

- 48 82,5 Five! 81,7 85,3 82,4 | 81,9 81,1 83,7 
72 72 51,7 Fillet 77,6 76,3 49,2 53,1 51,6 
96 58,5 24,4 50,4 67,5 66,3 23,6 ol,2 29,7 
120 48,3 15,8 49,5 59,6 56,3 17,1 2350 22,1 
144 40,6 es 42,2 52,7 | 49,9 12,2 15,2 14,5 
168 40,9 10,5 39,6 51,3 | 49,1 10,8 { Wessf5) 13,0 
216 37,0 8,7 34,7 49,9 | 42,6 10,2 11,6 11,6 
240 35,6 9,4 34,7 43,0 44.2 10,1 13,2 12,1 


Zusammenstellung der Ergebnisse. 
Die Ergebnisse der Untersuchungen iiber den Bedarf der Kulturwein- 
hefen an wasserléslichen Vitaminen lassen sich wie folgt zusammenfassen : 
1. Die Gruppe der Kulturweinhefen weist beziiglich des Bedarfs an 
Wuchsstoffen fiir die Vermehrung in synthetischen Nahrlésungen, welche 
Ammoniumsulfat oder Caseinhydrolysat als Stickstoffquelle enthalten, 
eine groBe Heterogenitat auf. 


Lendant, ,Herrliberg und ,,Salenegg™. 


2. Die Rassen ,,Fendant‘‘, ,,Herrliberg“ und ,,Salenegg* sind durch eine 
ausgepragte Auxo-Autotrophie gekennzeichnet, indem sie sich in wuchs- 
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stofffreien Substraten lings einer normalen, S-formigen, rasch ansteigen- 
den Wachstumskurve vermehren (WIkéN u. RicHaRD, 195la und b, 
1952a). Die Hypothese der auxo-heterotrophen Natur der Kulturhefen 
enthalt somit eine unstatthafte Verallgemeinerung. 

3. Obgleich die ,,Fendant‘-Hefe den Charakter eines auxo-autotrophen 
Organismus besitzt, reagiert sie sehr empfindlich auf minimale Mengen 
(+-)-Biotin und meso-Inosit, indem bereits in Gegenwart von 0,0025 bis 
0,025 y des ersten bzw. 0,25—2,5 mg des letzten Vitamins pro 1000 ml 
Substrat eine kleine, aber deutliche Wachstumsstimulierung feststellbar 
ist. Die fordernde Wirkung einer Kombination der beiden Wuchsstoffe 
ist gleich groB oder ein wenig gréfer als diejenige des meso-Inosits allein 
(WikEN u. RicHarD, 1951a und b). 

4. Im Falle der auxo-autotrophen ,,Herrliberg- und_ ,,Salenegg**- 
Hefen ist (+)-Biotin unwirksam, waihrend meso-Inosit eine bedeutende 
Stimulierung des Wachstums bewirkt (WrKEN u. RicHarp, 1951b und 
1952a). 

5. Adermin (Pyridoxin oder Vitamin B,), Aneurin (Thiamin oder Vita- 
min B,) und D(-+)-Pantothensiéure, einzeln oder in Kombinationen zu- 
gesetzt, iben keinen EinfluB auf das Wachstum der auxo-autotrophen 
Rassen ,,Fendant™, ,,Herrliberg‘‘ und ,,Salenegg‘ aus (WIKEN u. RICHARD, 
1951a und b, 1952a). 


“ce 


»Polymorphus II und ,,Ungarn I. 


6. Die Rassen ,, Polymorphus II“ (Frmouter, 1953) und ,, Ungarn I“ sind 
(+-)-Biotin-heterotroph, indem sie in den synthetischen Substraten mit 
Ammoniumsulfat bzw. Caseinhydrolysat als Stickstoffquelle erst nach Zu- 
satz von (+-)-Biotin zur maximalen Vermehrung gebracht werden kénnen. 

7. Adermin, Aneurin, meso-Inosit und D(-++)-Pantothensaure, einzeln 
oder in verschiedenen Zweier- und Dreiergemischen zugesetzt, bewirken 
keine Wachstumsstimulierung bei den Hefen ,,Polymorphus II“ (Frecx- 
TER, 1953) und ,,Ungarn I“. 

8. Die Wuchsstoffwirkung des (+-)-Biotins kann bei der Rasse ,, Poly- 
morphus II“ nicht durch Zusatz von Adermin, Aneurin, meso-Inosit oder 
D(+-)-Pantothensaure gesteigert werden. Sogar die Kulturen, welche nebst 
(+-)-Biotin Zweier- oder Dreierkombinationen der erwahnten Vitamine 
enthalten, weisen Wachstumskurven auf, welche mit denjenigen fiir die 
mit (-++)-Biotin allein versetzten Kulturen identisch sind (FrrcHTER, 1953). 

9. Im Falle der Rasse ,,Ungarn I“ wird in der Nahrlésung mit Am- 
moniumsulfat durch Zusatz von Aneurin, meso-Inosit oder D(-+-)-Panto- 
thensdiure sowie den Gemischen Adermin + Aneurin und meso-Inosit -+ 
D(+-)-Pantothensiure eine Steigerung des (+-)-Biotin-Effekts hervor- 
gerufen. Dagegen kann im caseinhydrolysathaltigen Substrat keine Er- 
hohung dieses Effekts durch die erwihnten Wuchsstoffe festgestellt 
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werden. In dieser Nahrlésung bewirken Aneurin und die Kombination 
Adermin + Aneurin eher eine Hemmung der von (--)-Biotin ermoglich- 
ten Wachstumsstimulierung. 

10. Die (+)-Biotin-heterotrophen Hefen ,,Polymorphus II“ (Frncu- 
TER, 1953) und ,,Ungarn I‘ zeigen auf vitaminfreiem Caseinhydrolysat, 
nicht aber auf Ammoniumsulfat als Stickstoffquelle eine deutliche Ver- 
mehrung ohne irgend einen Zusatz von Wuchsstoffen. Ob dieses Wachs- 
tum durch eine langsam verlaufende Synthese von (-+-)-Biotin in siimt- 
lichen Zellen der betreffenden Hefepopulationen bedingt ist, oder auf das 
Vorhandensein einer minimalen Anzahl ausgepragt auxo-autotropher Zel- 
len in den hauptsichlich aus (++)-Biotin-heterotrophen Elementen beste- 
henden Populationen zuriickzufiihren ist, lat sich noch nicht entscheiden. 
Immerhin ist die Vermehrung eindeutig von irgendeiner Substanz oder 
Substanzkombination im caseinhydrolysathaltigen Substrat abhangig. 


Dézaley, ,,Maienfeld Ila“ und ,Spanien II“. 

11. Die Rassen ,,Dézaley“ (WiKin u. RicHaRD, 1951b und 1952b), 
,»Maenfeld Ia‘ und ,,Spanien II“ zeigen eine sehr komplizierte Auxo- 
Heterotrophie, indem sie in synthetischen Nahrlésungen, welche Ammo- 
niumsulfat oder Caseinhydrolysat als Stickstoffquelle enthalten, erst 
durch Zusatz von gewissen Dreiergemischen der Vitamine Adermin, 
Aneurin, (+)-Biotin, meso-Inosit und D(-++)-Pantothensiure zur maxi- 
malen Vermehrung gebracht werden kénnen. Unter Umstanden ermég- 
lichen auch gewisse Zweierkombinationen dieser Wuchsstoffe eine Ver- 
mehrung der erwaihnten Hefen, welche derjenigen, die in Anwesenheit von 
drei Vitaminen stattfindet, nur wenig nachsteht, oder diese sogar tibertrifft. 

12. Bei den Hefen ,,Dézaley“ (W1KEN u. RicHARD, 1951 b und 1952b) 
und ,,Maienfeld Ia‘ wird maximales Wachstum sowohl im ammonium- 
sulfathaltigen als auch im caseinhydrolysathaltigen Substrat nur nach 
Zusatz der Dreierkombination (-+-)-Biotin + meso-Inosit + D(+)-Panto- 
thensaure erhalten. Das gleiche Gemisch erméglicht auch bei ,,Spanien IT“ 
maximale Entwicklung, kann aber bei dieser Rasse in beiden Substraten 
durch die Kombination (-++)-Biotin + Adermin-+ Aneurin ersetzt werden. 

13. Im Falle der ,,Dézaley‘‘-Hefe erméglicht die Zweierkombination 
meso-Inosit + D(-+-)-Pantothensaure eine Vermehrung, welche ohne In- 
duktionsperiode einsetzt und in der caseinhydrolysathaltigen Naéhrlosung 
mit sehr groBer, im ammoniumsulfathaltigen Medium mit kleinerer aber 
doch betrichtlicher Geschwindigkeit verliuft (WrKEN u. RicHarD, 1951b 
und 1952b). Bei der Rasse ,,Maienfeld Ia‘‘ tibt das Gemisch von meso- 
Inosit und D(-+)-Pantothensidure nur in der Lésung mit Caseinhydrolysat 
einen wachstumsstimulierenden Einflu8 aus, wihrend es im Falle der 
Hefe ,,Spanien II in beiden Substraten wiaihrend angemessenen Be- 
briitungszeiten praktisch unwirksam ist. 
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14. Das Zweiergemisch (-++)-Biotin + D(+)-Pantothensaiure wibt auf 
das Wachstum der ,,Dézaley‘‘-Hefe sowohl mit Ammoniumsulfat als auch 
mit Caseinhydrolysat als Stickstoffquelle eine mittelmaBige fordernde 
Wirkung aus (Wrkén u. RicHaRD, 1951 b und 1952b), wahrend es in den 
Kulturen der Rasse ,,Spanien II‘ nur im ersten Substrat aktiv ist, wobei 
der giinstige Einflu8 ebenfalls mittelmiBig stark ist. Im Falle der Hefe 
, Maienfeld Ia‘ hat die erwihnte Kombination in beiden Nahrlosungen 
einen sehr kraftigen Wuchsstoffeffekt, welcher im caseinhydrolysathal- 
tigen Substrat demjenigen des Dreiergemisches (+-)-Biotin + meso-Ino- 
sit + D(-+-)-Pantothensiiure nur wenig nachsteht. 

15. In gleichzeitiger Anwesenheit der beiden Vitamine (+)-Biotin und 
meso-Inosit lai Bt sich bei der ,,Dézaley‘‘-Hefe eine Interferenz von anta- 
gonistischer Natur nachweisen (WIKEN u. RicHarD, 1951b und 1952b). 
Sowohl in der ammoniumsulfathaltigen als auch in der caseinhydrolysat- 
haltigen Nahrlésung erméglicht meso-Inosit allein eine Vermehrung die- 
ser Hefe, welche ohne Induktionsperiode einsetzt und in angemessenen 
Zeiten zu einer verhaltnismaBig kleinen Héchstausbeute an Zellen fihrt. 
Durch Zusatz von (+)-Biotin wird nun dieser Wuchsstoffeffekt des meso- 
Tnosits in jungen Kulturen stark gehemmt, in alten Kulturen dagegen 
wesentlich gesteigert. In quantitativer Hinsicht (Zellenzahl beim Ein- 
setzen des antagonistischen Effekts, Dauer der Hemmungsphase) ist die 
Interferenz von der zur Impfung der Kulturen verwendeten Zellmenge 
abhingig. Bei der Rasse ,,Maienfeld Ia‘ ist meso-Inosit allein in beiden 
Substraten unwirksam, wahrend die gleichzeitig mit (+)-Biotin und 
meso-Inosit versetzten Kulturen eine gleich groBe oder etwas gréBere 
Zellvermehrung zeigen als die Kulturen mit (+)-Biotin allein. Im Falle 
der Hefe ,,Spanien II“ ist meso-Inosit allein ebenfalls durchgehend in- 
aktiv. Die Zweierkombination (+-)-Biotin + meso-Inosit iibt bei dieser 
Hefe in der ammoniumsulfathaltigen Nahrlésung eine wesentlich krif- 
tigere Wachstumsstimulierung aus als (+)-Biotin allein, wahrend sie im 
Substrat mit Caseinhydrolysat gleich wie das letzte Vitamin véllig un- 
wirksam ist. 

16. Im Falle der Hefen ,,Dézaley“’ (WrKiN u. RicHarD, 1951b und 
1952b) und ,, Maienfeld Ia‘ ist die Wirkung der Zweiergemische (-+-)-Bio- 
tin + Adermin und (+)-Biotin + Aneurin gleich gro8 wie diejenige des 
ersten Vitamins allein. In den Kulturen der Rasse ,,Spanien II“ mit 
Ammoniumsulfat ist der wachstumsfordernde EinfluB der ersten Kombi- 
nation wesentlich gréBer und der des letzten Gemisches ein biBchen 
gréBer als die Wirkung des (+-)-Biotins allein. In der caseinhydrolysat- 
haltigen Nahrlosung dagegen, wo (-+)-Biotin allein unwirksam ist, er- 
moglicht das Gemisch dieses Wuchsstoffs mit Aneurin eine Vermehrung 
der Hefe ,,Spanien II“‘, welche sogar bedeutend schneller verlaiuft als 
diejenige, die in Gegenwart der Dreierkombinationen (-+)-Biotin +- meso- 
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Tnosit + D(-+)-Pantothensiure und (+)-Biotin + Adermin + Aneurin 
festgestellt werden kann. Das Gemisch von (+)-Biotin und Adermin be- 
wirkt auf Caseinhydrolysat als Stickstoffquelle nur eine geringe Wachs- 
tumsstimulierung. 

17. In den Kulturen der ,,Dézaley‘-Hefe mit Caseinhydrolysat be- 
wirkt (+-)-Biotin allein tiber angemessene Bebriitungszeiten keine Forde- 
rung des Wachstums, wihrend es in der ammoniumsulfathaltigen Nahr- 
lésung nach einer gewissen Induktionsperiode einen starken Wuchsstoff- 
effekt austibt (WIKEN u. RicHaRD, 1951b und 1952b). Bei der Rasse 
»Maienfeld Ia“ iibt das erwihnte Vitamin in beiden Substraten einen 
deutlichen fordernden EinfluB aus, wobei die Wirkung in Gegenwart von 

Ammoniumsulfat am gréBten ist. Im Falle der Hefe ,,Spanien II“ ist 
 (+)-Biotin im caseinhydrolysathaltigen Substrat vollig inaktiv, wahrend 
es in der Nahrl6sung mit Ammonsulfat in den meisten Versuchen eine 
geringe Stimulierung des Wachstums hervorruft. 

18. Nach Zusatz von meso-Inosit allein setzt bei der ,,Dézaley‘‘-Hefe 
sowohl auf Ammoniumsulfat als auch auf Caseinhydrolysat Vermehrung 
sofort nach der Impfung ein. Diese fiihrt in angemessenen Zeitspannen 
nur zu einer verhaltnismaBig geringen Héchstausbeute an Zellen (WIKEN 
u. RicHArD, 1951 b und 1952b). Im Falle der Rassen ,,Maienfeld Ia“ und 
Spanien II“ ist meso-Inosit in beiden Substraten unwirksam. 

19. D(+)-Pantothensiure tibt bei der ,,Dézaley‘‘-Hefe in der casein- 
hydrolysathaltigen Néahrlésung nach einer relativ kurzen Induktions- 
periode, in dem Substrat mit Ammoniumsulfat erst nach einer betracht- 
lichen Zeitspanne einen giinstigen EHinfluB auf die Zellvermehrung aus. 
(Wikfén u. RicHarp, 1951b und 1952b). Bei der Rasse ,,Maienfeld Ia‘ 
bewirkt das erwaihnte Vitamin nur auf Caseinhydrolysat eine Wachstums- 
stimulierung, wahrend es in den Kulturen der Hefe ,,Spanien II“ auf 
beiden Substraten vollig inaktiv ist. 

20. Die Wuchsstoffe Adermin und Aneurin sind bei den Hefen ,, Dézaley‘‘ 
(WiKén u. RicHaRD, 1951b und 1952b) und ,,Maienfeld Ia‘ durchgehend 
unwirksam. Dagegen rufen diese Vitamine unter Umstanden bei der Rasse 
, Spanien II“ eine geringe Wachstumsstimulierung hervor, wobei Ader- 
min sowohl in der ammoniumsulfathaltigen als auch in der caseinhydro- 
lysathaltigen Nahrlésung, Aneurin aber nur im letzten Medium aktiv ist. 
Das Gemisch dieser Wuchsstoffe ist in beiden Substraten wirksam. 

21. Ohne Zusatz von Vitaminen zeigen die Hefen ,,Dézaley“ (WIKEN 
u. RicwarpD, 1951b und 1952b) und ,,Spanien II“ in den meisten Ver- 
suchen mit angemessenen Bebriitungszeiten nur auf Ammoniumsulfat 
eine geringe Vermehrung, wihrend eine solche bei der Rasse ,Maien- 
feld Ia“ nicht nur in der ammoniumsulfathaltigen, sondern auch in der 
caseinhydrolysathaltigen Nahrlésung stattfindet. Die Geschwindigkeit 
der langsamen Assimilation der wuchsstofffreien synthetischen Substrate 
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ist von der GréBe der zur Impfung der Kulturen verwendeten Zellmenge 
abhangig. 

22. Aus den oben in aller Kiirze zusammengefaBten Ergebnissen geht _ 
nicht nur die groBe Heterogenitit der Gruppe der Kulturweinhefen be- 
ziiglich des Bedarfs an wasserléslichen Vitaminen fiir normales Wachs- — 
tum, sondern auch die Abhangigkeit der Wirkung der Wuchsstoffe von 
der Zusammensetzung der betreffenden Kultursubstrate klar hervor. In 
diesem Zusammenhang seien die folgenden denkwiirdigen AuBerungen 
eines Altmeisters der Vitaminforschung zitiert: ,,The statement that an 
organism is heterotrophic is valid only for the cultural conditions given 
and only when these conditions are under careful physico-chemical con- 
trol. For a given organism the number of cultural conditions is enormous. 
Before it can be determined with certainty that heterotrophism is com- 
plete and genetically controlled, it is necessary to exhaust all possible 
cultural conditions‘‘ (ScHOPFER, 1949, 8. 200). 

23. Die Gruppe der Kulturweinhefen weist zahlreiche Beispiele der Er- 
scheinung auf, daB bei ein und derselben Heferasse die gleiche Wachs- 
tumsstimulierung durch Zusatz verschiedener Wuchsstoffe und Wuchs- 
stoffgemische hervorgerufen werden kann (,,replacement of factors‘ 
gemif Scuoprer, 1949, S. 123, 135, 142 und 208ff.). Weitere Unter- 
suchungen iiber die Vermehrung der Kulturweinhefen in Gegenwart 
wasserléslicher Vitamine in verschiedenen Konzentrationen und Kombi- 
nationen wiirden sicher Ergebnisse von prinzipieller Bedeutung fiir die 
Frage der Spezifitiit der Wuchsstoffwirkung und dadurch fiir das Gebiet 
der mikrobiologischen Vitamin- und Aminosiurebestimmung zeitigen. 

24. Wie bereits erwihnt, gehdren die bis jetzt untersuchten Weinhefe- 
rassen ,,Fendant‘‘ (WrKEN u. RIcHARD, 1951la und b), ,,Herrliberg® und 
, Salenegg (WrKEN u. RicHarD, 1951b und 1952a), ,,Dézaley“ (WrKiN 
u. RicwarD, 1951b und 1952b), ,,Polymorphus II“ (FrrcuTEr, 1953) 
sowie ,,Maienfeld Ia‘, ,,Spanien II und ,,Ungarn I“ zur Gruppe der 
Kulturweinhefen, d.h. es handelt sich in simtlichen Fallen um Hefe- 
rassen, welche gemi einer in verschiedenen Arbeiten (z. B. Frres, 1938, 
S.1; Scnorrer, 1949, 8.126; RrepeL-BaLpgEs, 1952, S. 129) wieder- — 
gegebenen Hypothese urspriinglich zwar einen auxo-autotrophen Cha- 
rakter besaBen, diesen aber bei der Fortziichtung und Aufbewahrung 
im Laboratorium verloren haben und nunmehr ausgeprigte Auxo-Hetero- 
trophie aufweisen sollten. Es konnte ja nun nachgewiesen werden, daB 
die ,,Fendant‘‘-, ,,Herrliberg- und_,,Salenegg‘‘-Hefen auxo-autotroph 
sind und die erwihnte Hypothese mithin keine allgemeine Giiltigkeit 
hat. Im Hinblick auf diese Tatsache wire es von groBem Interesse, den 
Wuchsstoffbedarf bei einer Anzahl derjenigen Hefen zu untersuchen, aus 
welchen die bei den spontanen (wilden) Weingiirungen auftretenden 
Populationen zusammengesetzt sind. 
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Zusammenfassung. 

Der Bedarf der Kulturweinhefen ,,M. aenfeld Ia“, ,,Spanien II“ und ,,Ungarn I“ 
an wasserléslichen Vitaminen fiir das Wachstum in synthetischen Substraten wurde 
durch Messung des Absorptionsvermégens der Kulturen fiir Licht der Wellenlinge 
660 mu mit Hilfe des Beckman-Spektrophotometers untersucht. Nebst Mineral- 
salzen enthielten die Nahrldsungen Glucose als Kohlenstoff- und Energiequelle 
sowie Ammoniumsulfat oder vitaminfreies Caseinhydrolysat als Stickstoffquelle. 
Gepriift wurde die Wirkung der Wuchsstoffe Adermin, Aneurin, (+)-Biotin, meso- 
Inosit und D(-+)-Pantothensiure. Zum Vergleich werden die Ergebnisse der im 
hiesigen Institut durchgefiihrten Untersuchungen iiber den Wuchsstoffbedarf der 
Kulturweinhefen ,,Fendant (Wrx6n u. Ricuarp, 1951a und b), ,,Herrliberg’ und 
»Salenegg* (WIkEN u. RicHaRpD, 1951b und 1952a) sowie ,,Dézaley“ (WIKGN u. 
RicHaRD, 1951b und 1952b) und ,,Polymorphus II“ (FrrcuTErR, 1953) erdrtert. Die 
Resultate der erwahnten Untersuchungen kénnen wie folgt zusammengefaBt werden: 

Die Gruppe der Kulturweinhefen ist beziiglich des Bedarfs an Wuchs- 
stoffen fiir das Wachstum in synthetischen Substraten, welche Ammo- 
niumsulfat oder Caseinhydrolysat als Stickstoffquelle enthalten, durch 
eine groBe Heterogenitat gekennzeichnet. Gewisse Rassen, wie ,,Fendant“, 
»Herrliberg* und ,,Salenegg‘‘, sind auxo-autotroph, indem sie ohne irgend- 
einen Zusatz von Vitaminen eine synthetische Nahrlosung rasch assimi- 
lieren kénnen. Andere Rassen, wie ,,Dézaley‘‘, ,, Maienfeld Ia‘ und ,,Spa- 
nien II zeigen eine sehr komplizierte Auxo-Heterotrophie, indem sie in 
den synthetischen Medien erst durch Zusatz von gewissen Dreiergemischen 
der Wuchsstoffe Adermin, Aneurin, (-+)-Biotin, meso-Inosit und D(-+)- 
Pantothensiure zur maximalen Vermehrung gebracht werden kénnen. 
Unter Umstinden erméglichen auch gewisse Zweierkombinationen von 
Wuchsstoffen ein rasches Wachstum dieser Hefen. Zwischen dem auxo- 
autotrophen ,,Fendant-Typus einerseits und dem auxo-heterotrophen, 
durch einen sehr komplizierten Wuchsstoffbedarf gekennzeichneten 
, Dézaley*‘-Typus anderseits gibt es Kulturweinhefen, welche intermediire 
Vitaminanspriiche aufweisen. Beispielsweise sind die Rassen_,,Poly- 
morphus II‘ und ,,Ungarn I“ ausgeprigt (-+)-Biotin-heterotroph. Bei 
der ersten Rasse lit sich die Wuchsstoffwirkung des (-++)-Biotins nicht 
durch Zusatz von Adermin, Aneurin, meso-Inosit oder D(-+)-Pantothen- 
siure steigern, wihrend bei der letzten Rasse eine Steigerung des (++)- 
Biotin-Effekts durch andere Vitamine in der ammoniumsulfathaltigen 
Nahrlésung bewirkt wird. 

Die oben erwihnten Befunde zeigen, dafi die Hypothese der auxo- 
heterotrophen Natur der Kulturhefen keine allgemeine Giiltigkeit hat. 
Gewisse Kulturweinhefen sind durch eine ausgepragte Auxo-Autotrophie 
gekennzeichnet. Ferner besitzen einige der auxo-heterotrophen Rassen 
das Vermégen, sich in vollig wuchsstofffreien N&ahrlésungen langsam zu 
vermehren. Dabei wird von gewissen Hefen, wie ,,Polymorphus II“ und 
Ungarn I‘, nur das caseinhydrolysathaltige, von anderen Hefen, wie 
, Dézaley und ,,Spanien II‘ nur das ammoniumsulfathaltige Substrat 
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in angemessenen Bebriitungszeiten assimiliert. Es gibt aber auch auxo- — 
heterotrophe Rassen, welche, wie ,,Maienfeld Ia‘, in beiden Substraten 
ohne Wuchsstoffzusatz langsam wachsen. 

Aus den Versuchsergebnissen geht ferner klar hervor, daB die Wirkung 
der verschiedenen Wuchsstoffe und Wuchsstoffkombinationen auf die 
Vermehrung der Kulturweinhefen von der Zusammensetzung der Kultur-_ 
substrate stark abhangig ist. Zur Charakteristik des fordernden oder 
nicht-fordernden Einflusses der Vitamine auf das Wachstum dieser Hefen 
gehoren somit unbedingt auch detaillierte Angaben tiber die Komponenten 
der betreffenden Nahrlésungen. 

Bei einigen auxo-heterotrophen Kulturweinhefen 1a8t sich unter Um- 
stiinden eine Interferenz von antagonistischer Natur zwischen gewissen 
Wuchsstoffen nachweisen. Beispielsweise wird in jungen Kulturen der 
Rasse ,,Dézaley‘‘ die wachstumsstimulierende Wirkung des meso-Inosits 
durch Zusatz von (-+-)-Biotin gehemmt. In quantitativer Hinsicht (Zellen- 
zahl beim Einsetzen des antagonistischen Effekts, Dauer der Hemmungs- 
phase) ist diese Interferenz von der Zellmenge abhingig, welche zur 
Impfung der Kulturen verwendet wurde. 

Die Gruppe der Kulturweinhefen umfaBt ferner Rassen, bei welchen 
in ein und derselben Nihrlésung die gleiche Wachstumsstimulierung 
durch Zusatz verschiedener Wuchsstoffe und Wuchsstoffkombinationen 
hervorgerufen werden kann. Weitere Untersuchungen tiber diese Er- 
scheinung (,,replacement of factors‘ gemif ScHorrer, 1949) wiiren im 
Hinblick auf die Frage der Spezifitét der Wuchsstoffwirkung sehr wiin- 
schenswert. 

Die vorliegende Arbeit gehért in den Rahmen der Untersuchungen iiber die 
Physiologie der Weinhefen, welche von der Abteilung fiir Landwirtschaft des Eidg. 
Volkswirtschaftsdepartements aus dem Weinbaufonds unterstiitzt werden. Den 
zustandigen Behérden sprechen wir den herzlichsten Dank aus. Fraulein R. Bucu- 
MANN und Fraulein A. Monier danken wir bestens fiir sorgfiltige Assistenz. Die 
Uberlassung der Heferassen »Maienfeld Ia‘, ,,Spanien II und ,,Ungarn I“ ver- 


danken wir Herrn Professor Dr. F. Kopen und Herrn Dr. H. Liirni1, Eidg. Ver- 
suchsanstalt fiir Obst-, Wein- und Gartenbau, Wadenswil. 
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(Aus dem Hygiene-Institut der Universitat Mainz.) 


Der Einflu8 niederer Wechselstréme 
auf die enzymatische Tatigkeit von Spro8pilzen 
unter aeroben Kulturbedingungen. 


Von 
SVEN CARLSON. 


(Eingegangen am 23. Juli 1953.) 


In Fortftthrung der Versuche von Kirewe und Nerpz iiber den stimu- 
lierenden Effekt von StromstéBen auf das Wachstum von Bakterien un- 
tersuchten wir den Einflu8 niederer Wechselstréme von 30—60 mAmp. 
und intermittierendem Strom von 100 mAmp. auf die enzymatische 
Tatigkeit von Sprofpilzen in der anaeroben Garung. Unter dieser Be- 
handlung trat eine Beschleunigung des Girungsablaufes ein, die anfaing- 
lich verhaltnismaBig groB war und 75—100% gegeniiber der unbehan- 
delten Kontrolle betrug. Im weiteren Verlauf sank diese Reaktionsbe- 
schleunigung durch die vermehrte Alkoholproduktion. Nach Ablauf der 
Garung blieb eine erhéhte Alkohol- und Kohlenséiuremenge gegeniiber 
der unbehandelten Kontrolle bestehen. Diese erhéhte enzymatische Tatig- 
keit muB als eine Stimulierung durch den niederen Wechselstrom auf- 
gefaBt werden. Eine Temperaturerhéhung und Anderung der Wasserstoft- 
ionenkonzentration trat unter dieser Behandlung nicht ein. Ebenso lieB 
sich keine zusatzliche Kohlensaéurebildung durch den Zerfall intermediarer 
Garungsprodukte, wie z. B. der Brenztraubensaure, unter dem Einfluf 
von niederem Wechselstrom nachweisen. Girversuche mit Hefeplasmo- 
lysesaft zeigten diese Garungsbeschleunigung nicht. Weiter lieB sich in 
unseren Versuchen durch das Aceton-Trockenverfahren der Hefen eine 
geringe Gewichtserhéhung gegeniiber der unbehandelten Kontrolle fest- 
stellen, die jedoch nicht allein ausschlaggebend fiir den vermehrten 
Zuckerabbau sein diirfte. Nicht geklart war hierbei die Frage, wie die 
Hefen sich unter dem EinfluB von niederem Wechselstrom unter aeroben 
Kulturbedingungen verhalten. Unter der anaeroben Garung bleibt der 
Glucoseabbau beim Athylalkohol stehen. Damit geht der grote Teil der 
im Zucker enthaltenen Energie in dieses Produkt tiber. 

Die Bruttogleichung von Gay-Lussac gestattet, die héchstmogliche 
Ausbeute an Alkohol und Kohlensiure aus Zucker anzugeben, wenn 
auch der Mechanismus dieser chemischen Umwandlung, der zwar durch 


222 S. CARLSON: 


die Arbeiten von NruspavEer, NEvBERG und in spiteren Jahren von 


MeYERHOF weitgehend aufgeklart wurde, heute noch seiner endgiiltigen 
Lésung, namentlich bei der vitalen Garung, harrt. 


Unsere Kenntnisse iiber die Vorgiinge beim Hefewachstum beziiglich 
der Ausbeute des eingesetzten Zuckers oder anderer Kohlenstoffverbin- 
dungen oder unter dem Einflu8 von Wuchsstoffen stiitzen sich auf wenig 
gesichertes Versuchsmaterial. Die meisten Autoren haben bei ihren ex- 
perimentellen Untersuchungen mit den weniger geeigneten Kulturhefen 
gearbeitet. Man st6Bt deshalb oft auf erhebliche Widerspriiche. 


Die Vermehrung der Hefe wird durch den Sauerstoff der Luft angeregt, 
allerdings verschieden stark bei den einzelnen Rassen. Diese Steigerung 
der biologischen Stoffsynthese wird hauptsichlich durch die Beschleuni- 
gung des Atmungsstoffwechsels und durch die korrelative Verringerung 
des Alkoholanfalles ausgelést. Beides sind weitgehendst Funktionen der 
Liiftungsintensitaét, die bei den einzelnen Heferassen recht unterschied- 
lich sein kann. Eine Bierhefe wird sich unter intensiver Sauerstoffzufuhr 
viel stirker vermehren, aber sie wird nach wie vor trotz Sauerstoffzufuhr 
reichlich Alkohol produzieren. Die Bédckerhefe ist dagegen schon wesent- 
lich wendiger. Sie wichst bei starker Beliiftung auBerordentlich stark, 
bildet aber immer noch gewisse Mengen an Alkohol, wahrend die wilden 
Hefen sich fast ausschlieBlich unter Sauerstoffzufuhr vermehren. 

Eingehender mit dem Problem der Gardauer fiir Stellhefe, der Beliiftung, 
Hefeeinsaatmenge, Verdiinnung der Melasse sowie py-Fiihrung befaBt sich die 
Arbeit von Prunpt. Fink u. Kreps untersuchten dagegen den EinfluB der Be- 


liiftung auf Torula-Hefen im synthetischen Medium unter Zusatz verschiedener 
reiner Zuckerarten und Biosfaktoren. 


Eine interessante Zusammenstellung der hauptsiachlichsten Arbeiten iiber die 
Vorgiinge beim Aufbau der Hefesubstanz und den méglichen Ausbeuten bei der 
Hefeziichtung stellt die Abhandlung von LecHNER dar. 


Kine Bruttogleichung fiir die maximale Hefevermehrung lieB sich nicht mit 
Sicherheit aufstellen, weil diese unvergleichbar komplizierten Vorginge beim Aufbau 
der mannigfaltig zusammengesetzten Hefezellsubstanz bisher keine gesicherten An- 
gaben erméglichten. Fink, LECHNER u. Kress erhielten mit Torula-Hefen aus 100 g¢ 


reinem Traubenzucker und verschiedenen Nahrsalzen 210 g Hefe, 53,2 g CO, und 


0,02 g Alkohol. Diese aiuBerst geringe Alkoholproduktion war nur mit Torula- 
Hefen moglich. Aus Versuchen von Braun u. Prunpt, die mit Stellhefe arbeiteten, 
geht hervor, da zur Zeit der Angirung eine kriftige Alkoholbildung einsetzt, die 
auch in den weiteren Stunden anhalt und erst im spateren Verlauf sinkt durch die 
Assimilation des Alkohols, die auch bei Anwesenheit von Zucker stattfinden soll. 
Nach Angaben von CLAASEN soll jedoch bei Anwesenheit von Zucker kein Alkohol 
assimiliert werden, da dies den Gesetzen der Diffusion widersprechen wiirde. 
Ferner konnte CLAAsEN bei der Assimilation von Alkohol keine Vermehrung der 
Zellzahl mehr beobachten, jedoch eine Vermehrung des Trockengewichtes nach- 
weisen. 


Da der Alkoholgehalt sich hemmend auf die Vermehrung der Hefen auswirkt, 
ist man in GroBbetrieben zum Zulaufverfahren iibergegangen. Die Nahrlisung 
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wird auf 12% N ahrstoffgehalt eingestellt und entsprechend dem Verbrauch nach- 
gefiillt. Diese geringen Mengen an Alkohol, die bei diesem Verfahren bei der Stell- 
hefe entstehen, werden rasch wieder assimiliert. 


In unseren Versuchen verzichteten wir auf das Zulaufverfahren und 
auf groBere Hefeeinsaatmengen, die in groReren Garansitzen etwa 15 bis 
20% der Gesamtmelasse betragen. Ferner gingen wir von einer héheren 
Zuckerkonzentration aus, um eine Assimilation des Alkohols weitgehendst 
auszuschlieBen. Folgende Fragen waren bei unserer Versuchsdurchfiih- 
rung von Interesse: 1. Wie verhalt sich unter dem Einflu8 von niederem 
Wechselstrom die bei der enzymatischen Tatigkeit der Hefen gebildete 
Kohlensiuremenge gegeniiber der unbehandelten Kontrolle; 2. welchen 
Einflu8 hat der Wechselstrom auf die Alkoholbildung der Hefen und 
3. in welchem MaBe tritt eine Vermehrung der Hefesubstanz unter dem 
Hinflu8 des Wechselstromes ein? 


Methodik. 


Zur Nahrbodenaufnahme dienten uns Kolben mit angeschmolzenen Fritten und 
zwei zusatzlichen Stutzen zum Hinfiihren der Kohlenstabe. Um gleiche Versuchs- 
bedingungen zu gewdahrleisten, wurde auch das Kontrollgefa8 mit Kohlenstaben 
versehen. Der Durchmesser der Kohlenstabe betrug 1,0 cm, die Eintauchtiefe 
7,0 cm und der Elektrodenabstand 8,0 cm. Als Stromquelle benutzten wir 220 V- 
Wechselstrom von 50 H/sec, dessen Stromstirke entsprechend den gewahlten Ver- 
suchsbedingungen durch Vorschaltwiderstande geandert wurde. Die Temperatur 
tiberpriiften wir mit zwei in 4/,, Graden gradierten Thermometern, die in die Nahr- 
bodenfliissigkeit hineinragten. Die sich bildende Kohlensaéure banden wir — wie 
wir es in der Methodik der anaeroben Versuche beschrieben hatten — nach voran- 
gegangener Reinigung in konz. Schwefelséure an normale Kalilauge und leiteten sie 
zu diesem Zweck durch zwei hintereinander geschaltete Kalilaugeflaschen. Gleich- 
zeitig fand vor und nach Ablauf der Garung eine Gewichtsbestimmung der Gar- 
kolben statt. Die durch die Kulturgefaie gepumpte Luft reinigten wir von der 
anhaftenden Kohlenséure und von Luftkeimen durch ein Natronkalkrohr und 
sterile Watte. Unter Kontrolle von Rotametern wurden die GiargefaifBe auf gleiche 
Beliiftungsmengen eingestellt und wahrend des Versuchsablaufes standig tiber- 
priift. 


Die gebildete Alkoholmenge bestimmten wir nach der gleichen Methode, die 
wir fiir die anaeroben Versuche entwickelt hatten sowie in pyknometrischen Be- 
stimmungen. Die gebildeten Hefen wurden in Aceton aufgeschwemmt, bis zur 
Gewichtskonstanz getrocknet und gewogen. Den Gesamt- und Restzucker wiesen 
wir nach vorangegangener Inversion mit der von BayERsDORFER abgednderten 
Bestimmung von KyrHLpanL und BERTRAND nach. Als Nahrboden verwandten 
wir in iiblicher Weise geklarte Melasse und ein synthetisches Medium nach Haypuck. 
Die Schaumbildung der Melasse nach Beliiftung hemmten wir durch Zusatze von 
sogenanntem ,,Garfett“. 


Ergebnisse. 


Entsprechend dem Arnpt-Scuuuzeschen Gesetz wirken stirkere Reize 
hemmend und schwichere Reize fordernd auf die Entwicklung und den 


Stoffwechsel von Mikroorganismen. Wir untersuchten deshalb in den 
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folgenden Versuchen den EinfluB verschiedener Stromstirken auf eine 
Stellhefe I (Tab. 1—3). Zur besseren Ubersicht sind simtliche Versuche 
hintereinander aufgefiihrt und werden anschlieBend gemeinsam_be- 


sprochen. 


Tabelle 1. 


Versuch A: 30mAmp. — Nahrboden: 1000 cm? Melasse ; Zuckergehalt: 18,23% ; 
pu-Wert: 5,8; Luft: 66 1/Std; Beimpfungsmenge: 5 g Stellhefe I. 


Gebildete Kohlensiure in g: 


Std | Versuch stiindl. Zunahme | Kontrolle | stiind]l. Zunahme 
Baal! 7th: hued pee Le tare 6,42 2,37 
12 | 24,90 | 3,50 15,92 2,64 
16°)!" 38,90 3,00 | 28,48 2,52 
24 62,96 1,57 ) 48,70 1,87 
32 75,51 / 0,92 63,76 1,55 
36 79,20 67,98 
End-py-Wert: 4,95 4,95 
Restzucker: 0,6% 2,8% 
Gebildeter Alkohol: 7,22% 5,92% 
Aceton-Trockengew. 
d.gebild. Hefe: 13,29 g¢ 12,75 g 


Tabelle 2. 


Versuch B: 60 mAmp. — Nahrboden: 1000 cm® Melasse ; Zuckergehalt : 22,08% : 
pu-Wert: 6,05; Luft: 66 1/Std; Beimpfungsmenge: 5 g Stellhefe I. 


Gebildete Kohlensiure in g 


Std / Versuch | stiindl. Zunahme | Kontrolle | stiindl. Zunahme 
8 | 10,22 4,92 8,88 2,23 
12 | 29,92 | 4,69 17,81 | 4,66 
16 48,71 3,71 36,04 4,03 
24 | 78,42 2,54 68,32 2,41 
32 98,77 1,75 | 87,63 1,04 
36 105,78 91,81 
End-py-Wert : 5,5 5,5 
Restzucker: 0% 18% 
Gebildeter Alkohol: 9,48% 844% 
Aceton-Trockengew. 
d.gebild. Hefe: 14,285 g 13,46 g¢ 


In dem folgenden Versuch (Tab. 4) wurde statt der Stellhefe I die giir- 
stirkere ,,obergdrige Bierhefe‘‘ gewihlt, um zu untersuchen, wie sich ihre 
enzymatische Tatigkeit unter dem Einfluf des Wechselstromes gegeniiber 
der Stellhefe verhilt. 
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Tabelle 3. 


Versuch C: 100 mAmp. intermittierend (1 min Stromdurchgang, 4 min Ruhe- 
pause); Nahrboden: 1000 cm* Melasse; Zuckergehalt: 24,62% ; pu-Wert: 6,1; Luft: 
66 1/Std; Beimpfungsmenge: 5 g Stellhefe I. 

—————— ee eee 


Gebildete Kohlensiure in g 


Std Versuch | stiindl. Zunahme | Kontrolle | stiind!. Zunahme 
| 
8 | 14,76 5,54 11,08 4,89 
12 37,64 Hayy?) 30,67 4,34 
16 : 58,67 | 2,69 48,02 33 bey 
24 80,17 | 2,30 | 73,09 2,59 
32 98,64 1,64 | 93,87 1,01 
36 105,22 97,91 | 
End-px-Wert: 5,1 5,1 
Restzucker: 1,5% S074 
Gebildeter Alkohol: 9,88% 8,98% 
Aceton-Trockengew. 
d.gebild. Hefe: 13,27 ¢ 12,865 ¢ 
Tabelle 4. 


Versuch D: 40 mAmp.; Nahrboden: 1000 cm* Melasse; Zuckergehalt: 15,86% ; 
pu-Wert: 6,05; Luft: 661/Std; Beimpfungsmenge: 4 g obergirige Bierhefe. 


Gebildete Kohlensiure in g 


Std : Versuch | stiind]. Zunahme | Kontrolle | stiindl. Zunahme 
8 | si 4,19 5,87 ery: 

12 | 27,56 | 4,06 19,96 3,03 
16 43,82 2,74 32,07 2,39 
24 63,60 1,21 51721 1,34 
32 | Ta.o2 | 0,46 61,94 0,56 
36 | 75,06 64,17 

End-px-Wert: 4,8 4,8 

Restzucker: 0% TEGO 

Gebildeter Alkohol: 7,26% 5,84% 

Aceton-Trockengew. 

d.gebild. Hefe: 11,647 ¢ 11,254 g 


In den Versuchen E und F (Tab. 5 u. 6) ersetzten wir die Melasse durch 
den synthetischen Nahrboden nach Haypvck, der ein besseres Leitver- 
mogen gegeniiber Melasse besitzt, jedoch auf Grund der fehlenden Bios- 
faktoren den Hefen schlechtere Entwicklungsméglichkeiten bietet. 


Besprechung. 
Wie aus den Tabellen zu entnehmen ist, trat unter dem Einflu8 von 
niederem Wechselstrom unter aeroben Kulturbedingungen eine Steige- 


rung der Stoffwechseltitigkeit der Hefen ein. Kine Temperaturerhéhung, 
15* 


ee a 
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Tabelle 5. 


Versuch E: 40 mAmp.; Nahrboden: 1000 cm synthetischer Nahrboden nach 
Haypvck; Zuckergehalt: 16,6%; pa-Wert: 6,4; Beimpfungsmenge: 5 g Stellhefe I; 
Luft: 66 1/Std. 


a a a a em 
Gebildete Kohlensaure in g 


Std ) Versuch | stiindl. Zunahme | Kontrolle | stiindl. Zunahme 
8 6,74 | 2,35 | 3,42 | ae? 
12 16,16 2,68 10,31 1,84 
16 26,88 2,12 17,67 | 1,57 
24 43,86 0,91 30,22 ) 0,95 
32 51,16 0,94 37,82 1,23 
36 54,94 0,51 42,74 0,58 
44 59,06 | 47,42 
End-py-Wert: aris: 5 r/ 
Restzucker: 4,0% 64% 
Gebildeter Alkohol: 5,64% 4,22% 
Aceton-Trockengew. 
d.gebild. Hefe: 6,87 ¢ 6,662 g 
Tabelle 6. 


Versuch F: 100 mAmp. intermittierend (1 min Stromdurchgang, 4 min Ruhe- 
pause); Nahrboden: 1000 cm’ synthetischer Nahrboden nach Haypuck; Zucker- 
gehalt: 20%; pu-Wert: 6,5; Beimpfungsmenge: 5 g Stellhefe I; Luft: 66 1/Std. 


Gebildete Kohlensiure in g 


Std Versuch | stiindl. Zunahme Kontrolle stiidl. Zunahme 
8 / 5,76 2,79 4,67 2,04 
16 28,07 1,87 20,96 1,9 
24 43,03 1,70 35,41 0,96 
32 56,66 0,44 43,11 0,69 
40 66,16 48,62 
End-px-Wert: 4,2 4,05 
Restzucker : 6.9% 9.5% 
Gebildeter Alkohol: 5,85% 4.42% 
Aceton-Trockengew. 
d.gebild. Hefe: 7,64 ¢ 7,225 g 


die zu einer beschleunigten enzymatischen Tatigkeit fiihren kann, konn- 
ten wir durch genaueste Temperaturmessungen ausschlieBen. In unseren 
behandelten und unbehandelten Proben betrug die Temperatur gleich- 
bleibend 23° C. Es handelte sich um einen Mittelwert der optimalen Ar- 
beitsbedingungen der von uns verwendeten Heferassen. Wie wir friiher 
bereits beschrieben hatten (s. oben), ist fiir enzymatische Tatigkeit der 
Hefen die Wasserstoffionenkonzentration von entscheidender Bedeutung. 
Wir fiihrten deshalb unsere Versuche bei einem py zwischen 5,5 und 6,5 
durch. Die aktuelle Aciditaét wurde elektrometrisch gemessen. Sie nahm 
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in Versuch und Kontrolle in gleichem Verhaltnis zu, was fiir einen gleichen 
biochemischen Ablauf der enzymatischen Tatigkeit spricht. Die Kohlen- 
saureentwicklung, die uns in unseren anaeroben Versuchen als MaBstab 
der fortschreitenden Garung diente, konnten wir in unseren aeroben Ver- 
suchen nur begrenzt verwerten, weil es sich um das gleiche Endprodukt 
zweier grundverschiedener biochemischer Umsetzungen handelt, namlich 
der Alkoholbildung und der Verhefung des Substrates. Als weitere 
Schwierigkeit mu8 in Erwigung gezogen werden, ob nicht auSerdem 
Spuren der Luftkohlensiure mitgerissen wurden. 

Nach 12—16stiindiger Versuchsdauer zeigte sich in unseren strom- 
behandelten Versuchsgefifen eine deutlich héhere Kohlensiureentwick- 
lung. Diese Steigerung betrug bei Melassenahrbéden und Stellhefe in 
Versuch A, 12 Std nach der Beimpfung bei Anwendung von 30 mAmp. 
gegentiber der unbehandelten Kontrolle 56,4%; in Versuch B, 12 Std 
nach der Beimpfung bei 60 mAmp. 67,9°% und in Versuch C, ebenfalls 
12 Std nach der Beimpfung bei 100 mAmp. intermittierendem Strom 
22,7%. Fir die Stellhefe erwies sich damit als giinstigste Stromstufe 
60 mAmp. Ein nicht so giinstiges Ergebnis lieferte die obergérige Bier- 
hefe in Versuch D. Die Steigerung betrug hier 12 Std nach der Beimpfung 
bei 40 mAmp. 38,0°. Die synthetischen Nahrbdden zeigten gegeniiber 
der Melasse nach 12stiindiger Versuchsdauer in ihrem Reaktionsablauf 
keinen nennenswerten Unterschied. So betrug in Versuch E bei 40 mAmp. 
die Steigerung 56,7°% und im Versuch F, 16 Std nach der Beimpfung bei 
100 mAmp. intermittierendem Strom 33,9%. 

Auf Grund dieser anfanglich stiirkeren Kohlensiureentwicklung stell- 
ten wir uns die Frage, ob diese auf einer wesentlichen Vermehrung der 
Hefen oder einer Steigerung der enzymatischen Tatigkeit der Hefen 
beruht. Durchgefiihrte Zwischenversuche, die 12 und 16 Std nach der 
Beimpfung unterbrochen wurden, lieBen erkennen, daB diese vermehrte 
Kohlensaurebildung unter dem Einflu8 des Wechselstromes mit einer 
vermehrten Alkoholproduktion verbunden war und keine nennenswerte 
Ausbeute an Hefesubstanz aufwies. Zu einer Assimilation dieses ver- 
mehrt erzeugten Alkohols kam es durch das reichliche Zuckerangebot 
nicht. 

Betrachten wir die Tabellen der Kohlensiurebildung, so wird nach der 
anfinglich hohen Differenz im weiteren Versuchsablauf die positive Be- 
schleunigung gegentiber der unbehandelten Kontrolle durch die standig 
ansteigende Alkoholkonzentration immer kleiner und bleibt gegen Ver- 
suchsende unter den Werten der Kontrolle zuriick. In Tab. 7 sind zur 
besseren Ubersicht der Endergebnisse die aus dem Zucker entstandenen 
Mengen an Alkohol, Kohlensiure sowie der verbleibende Restzucker in 
Prozent und das Aceton-Trockengewicht der Hefen in g aus 1 Liter Nahr- 
medium angegeben. 
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Aus der Tabelle ist ersichtlich, da8 die unter aeroben Kulturbedingun- 
gen entstehende Kohlenséuremenge unter dem Einflu8 von niederem 
Wechselstrom am Endpunkt des Reaktionsablaufes gegentiber der Kon- 
trolle etwas erhéht ist, und auch die aus dem angebotenen Zucker entstan- 
dene Alkoholmenge eine deutliche Steigerung erfihrt. Diese etwas hohere 
Alkoholausbeute ist besonders in einem Teil der Versuche mit niederen 


Tabelle 7. Gebildete Alkohol- und Kohlenstiuremenge aus der in 100 cm® enthaltenen 
Zuckermenge unter Beriicksichtigung des Restzuckers in Prozent und Aceton-T'rocken- 
gewicht der Hefen aus 1000 cm® Medium. 


| | 
| g Zucker | % Rest- g Hefen- 
| in 100 em?* mAmp. | %C:H,0H | % COs / zucker Dees 


| | 


Melasse-Ndhrboden. Versuche mit Stellhefe I 


VersuchA. . T3123 aa 30 | 39,60 | 43,44 | 3,3 | 18,29 
Kontrolle . . 32,41 | 37,29 | 15,4 12,79 
VersuchB. . 22,68 60 | 42,93 | 46,64 | DB 14,285 
Kontrolle . . 37,21 | 40,48 | 815 | 13,46 
VersuchC ..j| 24,62 100 40,138 | 42,74 | 6,07 | 13,27 

| (inter- | . 
| mittierend) | 
Kontrolle . . 36,47 39,76 12,14 | 12,865 
Versuch mit obergdriger Bierhefe 
VersuchD. . 15,86 | 40 | 45,77 | 47,32 @ | 11,647 
Kontrolle . . 36,82 | 40,35 | 10,0 | 11,254 


Synthetischer Nadhrboden nach Haypuck. 
Versuche mit Stellhefe I 


VersuchE. . 16,6 ATV Or OBB 35,56 | 24,09 | 6,87 
Kontrolle . . 25,42 | 28,56 | 38,55 | 6,62 
VersuchF. ./| . 20,0 100 | 29,25 30,08 | 34,50 | 7,64 
|} (inter- | | | 
Kontrolle . . |mittierend)| 22,10 24,31 | 47,50 | 17,225 


Stromstufen von 30—60 mAmp. ausgeprigt und von der Nahrboden- 
zusammensetzung und der verwandten Heferasse abhingig. 

Von weiterer wesentlicher Bedeutung war fiir uns die Bestimmung der 
entwickelten Hefemenge. Wie eingangs erwaihnt, wihlten wir hierfiir das 
Aceton-Trockenverfahren, d.h. die Hefen wurden in Aceton aufge- 
schwemmt und bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. In allen strom- 
behandelten Kulturen trat eine geringe Vermehrung der Hefen ein. Sie 
betrug bei der Stellhefe gegeniiber der unbehandelten Kontrolle im Ver- 
such A 3,9%, im Versuch B 6,1%, im Versuch © 3,1% und bei Verwen- 
dung der obergirigen Bierhefe im Versuch D 3,5%. Annahernd gleiche 
Ergebnisse lieferte uns auch der synthetische Nahrboden nach Hay- 
DUCK im Versuch E mit 3,7% und im Versuch F mit 5,6°%. Es zeigte sich 


EinfluB niederer Wechselstréme auf die enzymatische Tatigkeit v. SproBpilzen. 229 


hier ebenfalls, daB die niederen Stromstufen zwischen 30 und 60 mAmp. 
sich am giinstigsten erwiesen. Diese geringe Vermehrung der Hefen ist 
auf den stimulierenden Effekt des Wechselstromes zuruckzufihren, je- 
doch diirfte der Einflu8 des Wechselstromes vorwiegend eine Steigerung 
der enzymatischen Tatigkeit der SproBpilze bewirken. 

Von weiterem Interesse war fiir uns, ob diese strombehandelten Hefen 
bei Uberimpfung auf ein frisches Nahrmedium auch ohne weitere Strom- 
behandlung diese gesteigerte enzymatische Tatigkeit beibehalten. Als 
Ausgangskulturen wahlten wir neben einer unbehandelten Kontrolle eine 
36 Std alte aerob geziichtete Stellhefe, die unter dem EinfluB von 
60 mAmp. Wechselstrom gestanden hatte. Nach Uberimpfung auf einen 
neuen gleichprozentigen Melassenaéhrboden war jedoch die Kohlensaure-, 
Alkohol- und Hefemenge in beiden Kulturen annahernd gleich. Dem- 
nach kann angenommen werden, da der stimulierende Effekt nur so- 
lange anhalt, als Strom durch die Kulturen geleitet wird. Es kommt nicht 
zu einer Bildung von mutierten Hefen. 


Zusammenfassung. 

Unter dem EinfluB von niederem Wechselstrom trat bei der enzyma- 
tischen Tatigkeit der Hefen in beliifteten Kulturen eine vermehrte 
Kohlensaure- und Alkoholproduktion ein. Die Hefetrockensubstanz war 
um 3—6% vermehrt. Die Wasserstoffionenkonzentration und die Tem- 
peratur anderte sich gegentiber der Kontrolle unter dem Hinflu8 des 
Wechselstromes nicht. Strombehandelte Hefen auf ein neues Medium 
iiberimpft zeigten keine Steigerung der SproB- und enzymatischen Tatig- 
keit. Mutationen wurden bei den Hefen nicht beobachtet. Der Strom- 
effekt wird auf eine Reizwirkung zurickgefihrt. 
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Application of Mixed Substrates to the Study of Pyruvic 
Acid Formation by Fusarium lini Bolley*. 


By 
R. J. COLEMAN and F. F. NORD. 


(Hingegangen am 28. November 1953.) 


In earlier investigations from this laboratory, cognizance was taken of 
the central role which pyruvic acid or glycol aldehyde occupy, when 
hexoses and pentoses are split or dehydrogenated by Fusaria (SCIARINI 
and Norp, 1943; WirtH and Norp, 1943; GorprerT and Norp, 1942). 
Thus, it was shown that products such as ethanol, acetic acid and acet- 
aldehyde, which may be regarded as potential precursors for the for- 
mation of active two carbon units, are all derivable from pyruvic acid. 
Our earlier investigations (WIRTH and Norp, 1941, 1942) have shown 
that one important factor, which influences the amount of pyruvic acid 
detectable in the growth medium of Fusarium lini Bolley (FUB), is the 
nitrogen source. When the effect of nitrate ions was compared to other 
nitrogen sources, it was found that with the former pyruvic acid accu- 
mulated to a considerable extent in the growth medium. The reduction 
of nitrate to nitrite and the ensuing interaction of this latter substance 
with the carboxylase system brought about this result (Sctartnit and 
Norp, 1944, 1945). A similar accumulation of pyruvic acid was also 
observed, when certain naphthoquinones were added to the culture 
media (MAsELLI and Norp, 1952). In other experiments employing 
labelled carbon, we were able to assess the relative contributions of 
glucose and acetate carbon to the synthesis of fatty acids by FIB. 
It was therefore of further interest to study the effect of a mixed carbon 
source on the accumulation of pyruvic acid by this organism. 


Experimental. 


The molds were grown in flasks containing 200 cc. of nutrient medium whose 
basic composition was the same as that previously reported (ConEMAN and Norp, 


* Communication No. 282. On the Mechanism of Enzyme Action L VI. This work 
was carried out under the aegis of the Office of Naval Research and was aided in 
part by a grant from the F. G. Cottrell Fund. The data presented were taken 
from a part of the dissertation of R. J.C. submitted to the Graduate School of 
Fordham University in partial fulfillment of the requirements for the degree of 


Doctor of Philosophy. For the previous paper in this series see Biochim. Biophys. 
Acta 12 (WarsurG-Festschrift), 56 (1953). 
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1952). The substrates in these studies were used either singly or in conjunction with 
each other. In all experiments the total amount of carbon present initially was the 
same. In the case of mixed carbon sources the concentration of each substrate was 
so chosen that equal amounts of carbon were contributed by each nutrient. Inocu- 


lation was effected by means of a spore suspension from a three day old culture 
of FIB. 


The mycelia were separated by filtration and hereafter washed, dried and 
weighed. The px value of the different media were recorded by means of a glass elec- 
trode. Residual glucose was determined gravimetrically (“Methods of Analysis”, 
6th ed. 1946). The pyruvic acid accumulated in the media was measured colori- 
metrically using a CourmaNn-Nepho-Colorimeter (FRIEDEMANN and HavaeEn, 1943). 
Determination of dry weight mycelia, py of the media, residual glucose and accu- 
mulated pyruvic acid were begun on the fifth day after inoculation and succeeding 
“measurements were performed at different time intervals. 


Results. 
Table 1. Effect of a Mixed Substrate on the Mat Weights of Fusarium lini Bolley- 


Series | 


Days after Inoculation 
No.* | bi wih lhl gecbhee 12 1B -thidlieie 20 21 
Mat Weights! 
1 | 0.022 | 0.037 | 0.097 | 0.520 | 0.782 | 1.473 | 1.503 
2 | 0.053 0.635 | 0.865 1.474 | 1.420 1.177 1.142 
3 0.474 0.914 1.240 Vay 1.543 1.304 1.298 


* 1) 7.2 g. acetate carbon. — 2) 3.6 g. acetate carbon; 3.6 g. glucose carbon. — 
3) 7.2 g. glucose carbon. 


1 g./2 mats. 


The mat weights are recorded in Table 1. It is significant to note that, 
when glucose was present in the media, the mat weights reached a 
maximum value between the 12th and 15th day after inoculation. How- 
ever, when acetate was the sole substrate, the mat weights showed a 
steady increase, and a maximum value was not obtained within the 
same experimental period. 


Table 2. Pyruvic Acid Contents of the Culture Media of Fusarium lini Bolley*. 
EF Ee Ee ———————————————E———————E——— 


! 
Series 
No.** 


Days after Inoculation 


21 


| 
ee ieee eg Ao caret eee sleet og led | a 


1 
2 
3 


5 ee Peek 12 15 
mg./200 ml. 
Ode pS AML Eregdiee| potpa “| > 36.0 
406.0 | 760.01 | 166.0 | 97.2 | 13.1 
589.0 | 655.02 | 453.0 | 137.5 | 17.8 


8.2 
5.4 
3.0 


* Duplicate determinations based on pooled media from 2 Fernpacu flasks 


+ 2%. — ** Substrate concentrations as given in Table 1. 


1 py = 6.45. — ? px = 4.00. 
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The amounts of pyruvic acid accumulated are recorded in Table 2. 
It can be seen from the data that in series 1, which has acetate as the 
sole substrate, the pyruvic acid values show a steady increase up to the 
15th day after inoculation. Comparing this now with the other data, 
the differences, both in the position of the maxima and the amounts of 
pyruvic acid present, are striking. The possibility exists that the large 
accumulation of pyruvic acid in series 2 was a result of the nearly neutral 
pu of the media, but this does not seem likely in view of the fact 
that in series 3 the prevailing pg was in the acid region for the greater 
part of the growing time and pyruvate accumulation was of the same 
order of magnitude as in series 2. 

In order to correlate the pyruvic acid values with the amount of 
glucose utilized after the same time interval, the amounts of residual 
glucose were determined, and the values are shown in Table 3. 


Table 3. Residual Glucose Contents of the Media at Different Time Intervals. 


mg./200 ml. 
Series Days after Inoculation 
No.* 5 7 / 9 | 12 
2 | 808 : 204 | trace | ss 
Sa 628 | 174 trace | — 


* Substrate concentrations as given in Table 1. 


It can be seen from the above table that in both cases glucose disappeared 
from the media after the 7th day. It will be recalled that the amounts 
of pyruvic acid, which accumulated in the media also began to decrease 
after the 7th day. In view of the fact that series 3 contained twice as 
much glucose as series 2 it is apparent that the glucose was initially 
utilized at a higher rate, when it served as the sole substrate. It was also 
possible to relate the amount of pyruvic acid present in the media to the 
theoretical value calculated on the basis of the glucose utilized. These 
data were obtained for the maxima in the pyruvic acid values, and it 
was found that when a mixed substrate was used 48°% of the theoretical 
amount of pyruvate was present in the media while in series 3 only 20% 
was present. In series 2 the very large change in pyruvic acid contents 
between the 7th and 12th day is reflected in the substantial increase 
in the mat weights during this same time interval. 


Discussion. 

In view of the fact that significant quantities of acetaldehyde can be 
trapped during pyruvate utilization by FIB, it appears justifiable to 
assume that the principal mechanism operative for the formation of two 
carbon units from pyruvate is decarboxylation. Pyruvate can be formed 
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via two pathways in a system in which glycolysis is occurring, i. e., 
directly from the carbohydrate or via the dicarboxylic or tricarboxylic 
acid cycle. With the mixed substrates the contribution from this latter 
pathway can be estimated, if the values found for the acetate medium 
are used as indices. Since nitrate served as the nitrogen source in our 
experiments, the magnitude of the pyruvic acid accumulations is prob- 
ably due to this factor. However, since the same quantities of nitrate 
were employed in all of the present experiments, the relative differences 
in the pyruvic acid values are still significant. 

When acetate was the substrate, the pyruvic acid content of the 
medium did not reach a maximum value until the 15th day. This latter 
finding affords some insight as to the mechanism operative when large 
amounts of pyruvate accumulate in the medium. The reduction of nitrate 
to nitrite may occur by the acceptance of hydrogen, made available by 
dehydrogenases during the splitting of the carbohydrates. Our data sup- 
port this viewpoint, since the accumulation of pyruvate was negligible 
in a system in which glycolysis did not occur. Furthermore, coinciding 
with the disappearance of carbohydrate from the growth medium, there 
was a very noticeable decrease in the accumulated pyruvic acid as 
evidenced by the data recorded in Table 2. 

Furthermore, since glucose has been reported to yield two carbon units 
identical with those derivable from acetate for fatty acid synthesis 
(FRENCH and PopsdxK, 1951), this occurring presumably via pyruvic acid, 
it is improbable that the increased accumulation of pyruvate during 
glycolysis in the presence of added acetate is due to any inhibition of 
the carboxylase system by acetate. Indeed, we have previously observed 
in studies on the formation of unsaturated fatty acids by FIB (CoLE- 
MAN and Norp, 1953) that there was a large increase in the extent of 
desaturation when the carbon source consisted of both acetate and 
glucose. 

In conclusion it should be noted that the addition of nicotinic acid 
to the culture medium also resulted in an increased accumulation of 
pyruvic acid (WirtH and Norp, 1941, 1942). 


Summary. 

1. The effect of a mixed carbon source on pyruvic acid formation was 
studied using acetate and glucose as substrates. 

2. Within the same experimental period the mat weights, when ace- 
tate was the sole substrate, did not pass through a maximum value. 

3. When acetate and glucose were incorporated into the same medium, 
or when only glucose was used, maximum pyruvic acid values were 
obtained on the 7th day. In the case of acetate a maximum value was 
not found until the 15th day. 


: 
: 
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Enzymes involved in the utilization 
of carbohydrates by two strains of myxobacteria*. 


Von 
THEODORE J. STARR and HAROLD P. KLEIN. 


With 3 figures in the text. 
(Hingegangen am 4. Januar 1954.) 


A voluminous literature exists concerning the pathways of utilization 
of carbohydrates by microorganisms. The details of these degradative 
processes have been largely filled in, particularly for such organisms as the 
yeasts and certain members of the Hubacteriales. On the other hand, very 

little information is available regarding the intermediary metabolism of 
members of the order M yxobacteriales. 

During the course of an investigation of marine members of this order, 
several pure cultures of marine myxobacteria were obtained, which were 
studied with respect to cytological, morphological and physiological 
characteristics (STARR, 1953). In addition, two of these strains were ana- 
lyzed for enzymes concerned with carbohydrate utilization, and it is the 
purpose of this paper to present some of the results obtained with crude 
enzyme preparations. 


Methods. 
Organisms used. 


Details concerning the isolation and characterization of the cultures 
used in this work are available elsewhere (STARR). The organism desig- 
nated PO4 has been included in the genus Cytophaga, while organism 
BS4 was placed in the genus Sporocytophaga'. 


Media. 


Stock cultures of these organisms were maintained on media in which 0.05% 
each of yeast extract, beef extract and tryptone, and 1% Difco agar, were dissolved 


in sea water. 
For the preparation of crude enzyme mixtures, the organisms were grown In 
200 ml batches of the following medium, contained in liter ERLENMEYER flasks : NaCl, 


* Supported in part by State of Washington funds for medical and biological 
research, and in part by the Office of Naval Research under Contract N80nr- 
520/III with the University of Washington. 

1 Organism PO4 hydrolyzes gelatin, agar, chitin, and starch, but does not 
decompose cellulose. BS4 degrades none of these substrates. 
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2.5%; K,HPO, : 3H,0, 0.08%; MgSO, - 7H,0, 0.04%; (NH,).5O,; 0.001%; FeCl, 
- 6H,0, 0.0001%; yeast extract, beef extract, tryptone, 0.02% each; amino acid 
supplement1, 0.1 ml per 100 ml; vitamin supplement?, 0.5 ml per 100 ml; glucose, 
0.1%. All media were sterilized at 12 lbs. for 12 min. 


Enzyme preparation. 


The inoculated flasks were incubated at 10 to 15°C on a rotary shaker 
for 6 to 10 days, after which the cells were harvested by centrifugation 
and washed once with phosphate buffer (0.05 M, pq 6.8). Extracts were 
prepared by grinding one part of packed cells with one part of levigated 
alumina (HAyatsHt and StanteR, 1951). The mixture was taken up in 
five parts, by volume, of the same buffer and centrifuged at 10,000 rpm 
for 30 min in a Sorvall centrifuge, after which the slightly opalescent, 
yellow supernatant was removed and frozen prior to further use. The 
entire extraction procedure was carried out at 5 to 10° C. 


Hexokinase activity was determined by measuring the disappearance of free 
reducing sugar upon incubation of the cell extracts with glucose, or fructose, and 
adenosine triphosphate (KiErN, 1953). Glucose-6-phosphate comes to equilibrium 
with fructose-6-phosphate when incubated with the enzyme phosphohexose iso- 
merase (MbYERHOF, 1933). Accordingly, the assay for this enzyme was performed by 
determining the increase in fructose content (Roz, 1934) in a system containing the 
crude enzyme preparation and glucose-6-phosphate. The assay procedure used for 
the measurement of 6-phosphofructokinase was based on the finding (see below) that 
these organisms contain the enzyme aldolase. Fructose-6-phosphate and adenosine 
triphosphate were incubated with the extracts, and triose phosphate was trapped 
and estimated according to the methods of Ststey and Lexntycer (1949). When 
fructose-1,6-diphosphate was the starting substrate, the same trapping methods 
served to identify aldolase. Triosephosphate dehydrogenase activity was measured 
spectrophotometrically (WARBURG and CurisTIAN, 1939), using fructose-1,6-di- 
phosphate as the substrate, once again taking advantage of the presence of aldolase. 


Spectrophotometric assays for glucose-6-phosphate dehydrogenase and 6-phos- 
phogluconate dehydrogenase were performed using conventional techniques (ScorTr 
and ConEn, 1953). Determinations were also made for the splitting enzyme of 
EntNner and Doupororr (1952) by incubating extracts with 6-phosphogluconate 
anaerobically, according to the assay procedure of these authors. 


All spectrophotometric assays were performed at room temperature using a 
Beckmann DU spectrophotometer. 


* L-arginine - HCl — 0.6%; L-asparagine — 0.6%; L-histidine-HCl — 0.2%; 
DL-«-alanine — 0.6%; L-hydroxyproline — 0.012%; L-leucine — 0.1%; DL- 
lysine - HCl — 0.2%; DL-methionine — 0.12%; DL-phenylalanine — 0.08%; L- 
proline — 0.08% ; DL-serine — 0,2% ; DL-threonine — 0.2% ; L-tyrosine — 0.08% ; 
L-tryptophane — 0.1%; DL-valine — 0.1%; DL-isoleucine — 0.1%; L-glutamic 
acid — 1.0%; glycine — 1.0%. 

* Thiamin - HCl — 5mg%; Niacin — 10 mg%; Ca pantothenate — 5 mg%; 
Riboflavin — 1 mg%; Pyridoxine - HCl — 2 mg%; Pyridoxamine - HC] — 1 mg%; 
p-Aminobenzoic acid — 1 mg%; Biotin — 20 wg%; Choline - HCl — 100 mg%; 
i-Inositol — 100 mg%; Folic acid — 10 ng%; Vitamin B-12 — 5 pg%. 
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Chemicals used. 


All the inorganic chemicals used in this work were of C.P. grade, as were also the 
sugars glucose and fructose. The phosphate esters, glucose-6-phosphate, fructose-6- 
phosphate and fructose-1,6-diphosphate were purchased as barium salts from 
Schwartz Chemical Co. 6-phosphogluconic acid was prepared from glucose-6-phos- 
phate by the method of SzuGmiLLER and HorEcKER (1951). Adenosine triphosphate 
(ATP) was purchased from Pabst Co., while diphosphopyridine nucleotide (DPN, 
20% purity) and triphosphopyridine nucleotide (TPN, 80% purity) were obtained 
from Sigma Chemical Company. 


Results. 
Hexokinase. 

Extracts prepared from cells grown with glucose as the energy source 
readily phosphorylate glucose in the presence of ATP (table 1). On the 
other hand, for both of these preparations fructose serves as a poor sub- 
strate for phosphorylation. These results can be interpreted in one of two 
ways: either glucose-grown cells contain a single hexokinase that is 


Table 1. Hexokinase activity of extracts of PO4 and BS 41. 


PO4 extract BS4 extract 
Substrate uM/ml yM/ml 
Glucose, initial... ... 3.11 3.79 
Glucoses male. ; 0.78 0.70 
Wructose;initial=... 2 +2: 2.97 3.67 
Hructosestimala <7. s «.% PoP A 2.43 


1 Each tube contained approximately 5 micromoles substrate, 10 micromoles 
ATP, 10 micromoles MgCl,, 25 micromoles phosphate buffer (py 7.0) and 0.5 ml 
enzyme preparation in a total volume of 1.5 ml. Incubation at 30° C for 60 min. Con- 
trols without ATP, or without enzyme, showed no sugar disappearance. 


capable of phosphorylating glucose and fructose at very different rates, 
or the cells contain unequal amounts of glucokinase and fructokinase, as 
aresult of the adaptive formation of glucokinase during growth on glucose. 
The latter possibility appears less likely in view of the fact that growth 
of these organisms with fructose is generally much slower than with 
glucose. Furthermore, the behavior of extracts of fructose-grown cells is 
entirely analogous to that of extracts of cells grown with glucose. This 
situation appears to be similar to that reported recently for Pseudomonas 
putrefaciens (KLEIN, 1953). 


Phosphohexose vsomerase. 
Table 2 presents data relevant to the determination of phosphohexose 
isomerase. It is clear that glucose-6-phosphate is converted to a fructose 
ester, and that equilibrium is attained in approximately 60 minutes under 


these conditions. 
16* 


+: owen 
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Table 2. Phosphohexose isomerase activity in extracts of PO4 and BS 4}. 


 ——— 


Incubation, in minutes 


Extract 
| | 30 | 60 / 90 
PO4 | 0.792 | 1.47 | 1.58 | 1.68 
BS4 | 0.50 1.30 | 1.52 | 1.56 


1 The complete reaction mixture, incubated at 30° C, contained 0.3 ml (6.3 micro- 
moles) glucose-6-phosphate, 0.2 ml 0.05m Tris (hydroxymethyl) aminomethane 
buffer (px 8.0) and 0.5 ml enzyme preparation. At times indicated, 0.2 ml samples 
were removed, heated at 100° C for 5 min and tested for fructose. Control tubes with- 
out enzyme showed no increase in fructose content; tubes without substrate gave no 
test for fructose. 


2 Results are expressed as micromoles fructose per ml. 


6-Phosphofructokinase and Aldolase. 


These enzymes were shown to be present in both organisms. From 
table 3, it is seen that triose phosphates are formed only when fructose- 
1,6-diphosphate or fructose-6-phosphate plus ATP are present in the incu- 
bation mixture. In the latter case, since the total amount of triose phos- 
phate formed is considerably lower than from hexose diphosphate, the 


Table 3. Aldolase and 6-phosphofructokinase in extracts of PO4 and BS4. 


Substrates added | PO4 extract BS4 extract 
fructose. | Gidiphosphate. sesh suet ee ce | 130? 116 
fructose-6-phosphate plus ATP?. ........ / 38 34 
fructose-6-phosphate ... . sieve with 18 18 
fructose-6-phosphate plus ATP; no enzyme... . | 18 18 
PCS, 2s bhai Col le ha Nis cc aha cl 18 18 


' In testing for aldolase, the complete reaction mixture contained 1.0 ml 0.05 Mm 
tris (hydroxymethyl) aminomethane buffer (py 8.6), 0.1 ml 0.1 M fructose-1-6-diphos- 
phate, 0.25 ml 0.56 m hydrazine (py 8.6) and 0.2 ml enzyme, in a total volume of 
2.5 ml. Incubation was at 30° C for 30 min. 

2 Results expressed as numerical readings given by triose chromogen at 525 mula 
using a Fisher electrophotometer, model B. 

% For 6-phosphofructokinase determination, the complete mixture contained 
1.0 ml 0.05 m tris buffer (pq 7.7), 0.1 ml 0.1 m fructose-6-phosphate, 0.1 ml 0.1m 
ATP, 0.1 ml 0.1 m MgCl, and 0.2 ml enzyme, in a total volume of 2.25 ml. After 
60 min incubation at 30° C, 0.25 ml 0.56 mM hydrazine was added and the mixture 
incubated another 30 min. (‘This modified procedure for trapping triose was neces- 
sary because hydrazine completely inhibited the kinase reaction.) 


phosphorylation reaction appears to be rate-limiting. These results also 
would be expected if the extracts contained aldolase in excess of that 


required for glycolysis, as do several mammalian tissues (SIBLEY and 
LEHNINGER). 
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Triosephosphate dehydrogenase. 


Figure | shows the reduction of DPN by extracts of organism BS 4 in 
the presence of hexose diphosphate. Similar results were obtained with 
organism PO4. In both organisms, TPN cannot substitute for DPN in 
this reaction. 


The further degradation of triose phosphate was not investigated. 
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Figure 1. DPN reduction by extract of BS4 in the presence of hexose diphosphate. — The complete 

reaction mixture contained 0.1 ml 0.1 M hexose diphosphate, 0.1 ml DPN (0.15 micromoles) or TPN 

(0.14 micromoles), 0.1 ml 5.3% sodium arsenate, 0.2 ml enzyme preparation, and enough 0.004 M 

cysteine — 0.05 mM tris (hydroxymethyl) aminomethane buffer (pq 8.5) to bring the total volume 
to 3.0 ml. 
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Glucose-6-phosphate 
dehydrogenase and “6-phosphogluconate”’ dehydrogenase. 


Determinations were made also for enzymes involved in the so-called 
“hexose monophosphate shunt”’ pathway. Enzymes catalyzing the con- 
version of glucose-6-phosphate to pentose phosphates via 6-phospho- 
gluconate have now been demonstrated in several microorganisms (Hor- 
ECKER, 1951). In both organisms under study here, enzymes involved in 
the oxidation of glucose-6-phosphate and 6-phosphogluconate have been 
demonstrated. Figure 2 illustrates the results obtained in experiments 
with extracts of BS4. The presence of a TPN-specific system for the 
oxidation of glucose-6-phosphate, and of a DPN-specific system for 
6-phosphogluconate oxidation, is thus indicated. The detailed nature of 
this latter reaction has yet to be worked out. Preliminary experiments in 
which the phosphogluconate system was coupled to the reduction of 
acetaldehyde by yeast alcohol dehydrogenase failed to reveal an accumu- 
lation of pentose. Inthis respect, the enzyme system involved in the oxida- 
tion of 6-phosphogluconate appears to be similar to that found in Leuco- 
nostoc mesenteroides (DE Moss, 1953). 
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It should also be noted that Woop and ScHweRpT, working with 
extracts of Pseudomonas fluorescens, found a DPN-specific enzyme 
capable of oxidizing 6-phosphogluconate to pentose (1953). In addition, 
however, and accounting for the major disappearance of 6-phospho- 
gluconate, these extracts contained a system that catalyzes the cleavage ; 
of this substrate to pyruvate and triose phosphate. This pathway, first 
demonstrated in Pseudomonas saccharophila (ENTNER and DoUDOROFF), 
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Figure 2. Glucose-6-phosphate dehydrogenase and ‘“6-phosphogluconate’’ dehydrogenase in 
extracts of BS 4. — A. Oxidation of glucose-6-phosphate: the complete reaction mixture contained 
0.1 ml glucose-6-phosphate (2.1 micromoles), 0.1 ml TPN (0.07 micromoles) or DPN (0.075 micro- 
moles) 0.1 ml enzyme preparation, and 0.05 M tris (hydroxymethyl) aminomethane buffer (py 8.0) 
to give a total of 3.0 ml. At 3.5 min, 0.1 ml TPN added to cuvette containing DPN as the oxidant. — 
B. Oxidation of “6-phosphogluconate”. The complete mixture contained 0.2 ml 6-phosphogluconate 
(2.0 micromoles), 0.05 ml DPN (0.04 micromoles) or TPN (0.035 micromoles), 0.1 ml enzyme prepa- 
ration, and 0.05 M tris buffer (py 8.0) to give a total of 3.0 ml. At 3.5 min, 0.05 ml DPN added to 
cuvette containing TPN as the oxidant. 


does not seem to play an important role in organism BS 4, for in an experi- 
ment in which extracts of BS4 and Pseudomonas saccharophila were | 
incubated separately in the presence of 6-phosphogluconate under an- 
aerobic conditions, only the Ps. saccharophila preparation yieldeda positive 
test for pyruvic acid, when tested for by the method of FRrIEDEMANN and 
HAvGEN (1943). 

The reaction in which DPN is reduced in the presence of 6-phospho- 
gluconate is under further study. It is possible, of course, that the actual 
substrate oxidized in this reaction is not 6-phosphogluconate but triose 
phosphate. An initial cleavage of 6-phosphogluconate to triose phosphate 
plus another 3-carbon fragment, followed by oxidation of the triose phos- 
phate, could account for the results obtained in these experiments. 
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Discussion. 


Tn the absence of manometric and isotopic data, it is unwise to do more 
than speculate concerning the pathway(s) of glucose degradation in the 
organisms studied here. However, much useful information can be ob- 
tained from the study of isolated enzymatic reaction steps, and a 
tentative sequence of reactions patterned after well-recognized schemes 
in other microorganisms is given in Figure 3. It is impossible at this time 
to say whether the metabolism of glucose actually proceeds via either or 
both of these routes. Only carbon balance studies and experiments with 
labeled substrates will shed light on this question. 


ATP TPN 
Glucose ——> glucose-6-phosphate ——> 6-phosphogluconate. 


i Ta REN 
fructose-6-phosphate ? 

| ATP 
fructose 1,6 diphosphate 

{ 


1 
triose phosphate 
| 


\ 
phosphoglyceric acid 

|, DPN 

i 


Figure3. Postulated scheme for the initial stages of glucose degradation in extracts of BS4 and PO 4, 


The presence of a virtually intact glycolytic system also leads one to 
speculate on the possibility that these organisms carry out a fermentation 
under anaerobic conditions. To date, however, attempts to grow them 
under strictly anaerobic conditions have failed. Furthermore, both or- 
ganisms contain cytochromes and are strongly positive for catalase and 
cytochrome oxidase (StaRR). It would appear, therefore, that these are 
essentially oxidative organisms. The finding of enzymes involved in 
glycolysis in a strictly aerobic organism is not unique. Pseudomonas 
fluorescens, for example, has also been shown to contain many of these 


enzymes (Woop and SCHWERDT). 


Summary. 


Extracts prepared from two strains of myxobacteria, grown with glu- 
cose as the primary carbon source, have been shown to contain a hexo- 
kinase that phosphorylates glucose to a greater extent than fructose. 
Phosphohexose isomerase, 6-phosphofructokinase, aldolase and a DPN- 
specific triose phosphate dehydrogenase are also present. In addition a 
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TPN-specific glucose-6-phosphate dehydrogenase and a system cataly- 
zing the reduction of DPN in the presence of 6-phosphogluconate have 
also been demonstrated. 
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(Aus dem Botanischen Institut der Universitat Miinster.) 


Cytologische Untersuchungen 
an Azotobacter chroococeum Beij. 


Von 
EBERHARD FLOETHMANN, 


Mit 7 Textabbildungen. 


(Hingegangen am 4. Januar 1954.) 


Untersuchungen nach Frutgen und Rostnow. 


Im Vordergrund der cytologischen Forschung bei Bakterien steht seit 
langer Zeit die Frage nach dem Kern der Bakterienzelle (siche Sammel- 
referate von PIETSCHMANN 1931, MrLovrpov 1935, Prexarskr 1949 und 
_Scuussnia 1953). 


Die ersten Beobachtungen in dieser Hinsicht an Azotobacter erfolgten durch 
Menct (1911), der mit Heidenhainschem Hamatoxylin, Giemsafarbstoff und anderen 
zahlreiche Kérnchen innerhalb der Azotobacterzelle darstellen konnte, die er fiir 
_ Chromatin hielt. Doch bieten die benutzten Farbemethoden nach unserer heutigen 
Auffassung dafiir keine Gewahr. Weitere Untersuchungen zum Nachweis eines 
Kernes mit basischen Farbstoffen liegen von PRazmowskr (1912), Bonazzr (1915), 
Jones (1914), Beavverte (1925, 1928) und PerscumnKo (1930) vor. Mit Hilfe der 
Nuclealreaktion stellte zuerst NEUMANN (1930, 1941) eine diffus im Plasma ver- 
teilte feulgenpositive Substanz fest. Hine streng lokalisierte positive Nuclealreaktion 
in den Zellen von Azotobacter agilis fand DELAPORTE (1939). 


Kine eindeutige Klarung der Kernverhaltnisse des Azotobacter konnte 
bisher nicht erzielt werden. 


Als Material fiir die eigenen Untersuchungen dienten Azotobacter-Stamme, die aus 
verschiedenen Bodenproben der naheren Umgebung Miinsters und des Botanischen 
Gartens isoliert wurden. Die Reinheitspriifung dieser Kulturen erfolgte regelmaBig 
mikroskopisch nach dem Acridinorange-Schnellfluorochromierungsverfahren nach 
STRUGGER (1949) sowie durch Kultur auf Bouillon- und Peptonagar (DEN DooREN 
DE JoNnG 1938). Da das Wachstum dieses Bakteriums auf dem Elektivnahrboden 
nach BElsERINCK (1901) mit der Zeit erheblich nachlaBt, wurde zur Weiterziichtung 
ein Ashby-Agar benutzt. 

Fiir die Durchfiihrung der Frutgenschen Nuclealreaktion ist eine einwandfreie 
Fixierung erforderlich. Es wurden daher verschiedene Fliissigkeiten wie Athyl- 
alkohol, Methylalkohol, Sublimat waBrig konzentriert, Sublimatalkohol nach 
Scuaupinn, Gemisch nach Carnoy, Gemisch nach FLEMMING, Osmiumtetroxyd 
und Eisessig auf ihre Eignung gepriift. Die Dauer der Fixierung betrug 20—30 min, 
bei der Raucherung mit Osmiumtetroxyd 1—2 min. Die Vorversuche, die an Azoto- 
bacter sowie vergleichsweise an Epidermiszellen von Alliwm Cepa durchgefihrt 
wurden, ergaben, daB bei Anwendung von Osmiumtetroxyd und Chrom-Osmium- 
Essigsaure die Farbreaktion nur sehr schwach ausfiel, bei Azotobacter konnte haufig 
eine negative Reaktion festgestellt werden. Mit Hilfe der tibrigen Fixierungsmittel 
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wurden stets klare Bilder mit deutlich erkennbarer Farbreaktion erzielt. In den 
weiteren Versuchen wurden vorwiegend Athylalkohol und Sublimatalkohol ver- 
wendet. Die Hydrolyse wurde stets in n-HCl vorgenommen bei einer Temperatur 
von 58—60° C withrend einer Dauer von 8—10 min. Danach erfolgte das Einstellen 
in die fuchsinschweflige Saure, die nach den Vorschriften von FEULGEN hergestellt 
war. Die Praparate blicben 3—4 Std in diesem Reagens und wurden mindestens 
eine Stunde lang in SO,-haltigem Wasser, darauf kurz in Leitungswasser gesptilt. — 
Fiir die zarte Farbung erwies sich die Einbettung in Glycerin als die beste. Beobachtet 
wurde mit einem Zei8 Apochromat (Ol-Immersion 120, num. Ap. 1,30) und Okularen 
10 und 15x. Als Lichtquelle diente eine Niedervolt-Mikroskopierleuchte. Durch 
Verwendung eines griinen Farbfilters 
konnte die Beobachtung wesentlich er- 
leichtert werden. Eine Plasmagegen- 
farbung wurde zunachst vermieden, um 
das Bild nicht zu komplizieren, spater 
mit Alizarinviridin mit Erfolg vorge- 
nommen. — Kontrollpraparate ohne vor- 
angegangene Hydrolyse blieben nur eine 
Abb. 1. Azotobacter chroococeum, gezeichnet Stunde im Ferui@en-Reagens, da bei 
nach FEULGEN-Priparat, obere Gruppe: Zellen langerem Aufenthalt hydrolytische Spal- 
aus einer 18 Std alten Kultur, untere Gruppe: tungen am Objekt eintreten kénnen. Die 
Zellen aus einer 3 Wochen alten Kultur. + Aoi * . : 
Nuclealreaktion verlief hier stets negativ. 


Mit der beschriebenen Methodik konnte in den Azotobacter-Zellen 
Thymonucleinsdure in streng lokalisierter Form nachgewiesen werden. 
Die feulgenpositiven Orte traten als mehr oder weniger runde Gebilde 
in Erscheinung und zeigten hinsichtlich ihrer Zahl und Lage bemerkens- 
werte Unterschiede. Zunachst wurde Material aus 12—18 Std alten Kul- 
turen untersucht. Die Zellen sind in diesem Alter allgemein oval bis 
stiibchenformig und befinden sich in reger Teilung. In den ovalen Zellen 
konnten meist 4 nuclealpositive Kérperchen beobachtet werden, nur in 
wenigen Fallen waren es deren 2 oder 3. Ihre Lage innerhalb der Zelle 
ist aus Abb. 1 ersichtlich. Bei den stiibchenformigen Zellen traten eben- 
falls regelmaBig 4 dieser Gebilde auf, doch konnten zuweilen auch 6, 
ganz selten 5 geziaihlt werden. 

Teilungsstadien zeigten folgendes: bei soeben erkennbarer Einschnii- 
rung der Mutterzelle sind die 4 Kérperchen zu je 2 auf die beiden Zell- 
halften verteilt. [st die Teilung mehr oder weniger vollzogen, dann lassen | 
sich auf Grund der Nucleoide 3 Formen unterscheiden: a) Tochterzellen 
mit je 2, b) je eine mit 2 und 4, c) beide mit je 4 nuclealpositiven Kérper- 
chen. Das Material aus etwa 3 Wochen alten Kulturen enthiilt meist 
kugelrunde Zellen. In ihnen konnten allgemein 2 feulgenpositive Ge- 
bilde nachgewiesen werden, die entweder im Zentrum eng nebenein- 
ander lagen oder in der in Abb. 1 unten dargestellten Weise angeordnet 
waren, Daneben wurden zahlreiche Zellen mit nur einem einzigen 
nuclealpositiven Kérper gefunden. 

Fir die Untersuchung der Involutionsformen von Azotobacter auf ihre 
feulgenpositive Substanz wurde Material aus Kolonien verwendet, das 
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24 Std bei 27°C auf einem Nahrboden mit 5°% Magnesiumsulfat (oder 
1% Lithiumchlorid bzw. Rubidiumchlorid) herangezogen war. Diese abe 
normen Zellen enthielten vorwiegend 6 nuclealpositive Kérperchen, 
doch wurden auch 4 und 2 je Zelle hiufig gefunden, dagegen nur selten 
5 oder 3. — Fir die weitere Untersuchung dieser Gebilde wurde die 
Methode von Roprnow (1944, 1946) herangezogen. Die Zellen wurden 
hier zunachst mit einer n-Salzsiiure bei 60° C vorbehandelt, dann nach 
Ginmsa 45 min gefiirbt. Ein Vergleich der nach Frutaen und nach 


: Rosrnow hergestellten Praparate 
“wy a - 4 ergab einegute Ubereinstimmung. 


In letzteren konnten die Kérn- 
a 


chen deutlich als kreisrunde oder 
Abb. 2a: Azotobacter chroococcum, gefirbt nach ROBINOW zur Darstellung der Nucleoide. 
Hellfeldaufnahme. Vergr. 1350. 26: Zeichnung dazu. 


langlich-ovale Gebilde erkannt werden (Abb. 2). Nimmt manan, da dieser 
Unterschied dadurch zustande kommt, daf man die Kornchen einmal 
von oben, das andere Mal von der Seite sieht, so handelt es sich hier um 
linsenformige Gebilde. Dies kommt besonders deutlich bei den paar- 
weise aneinanderliegenden Kornchen zum Ausdruck. 

Um naheren Aufschlu8 tiber die Zahlenverhaltnisse dieser Nucleoide 
zu erhalten, wurden etwa 2000 wahllos aus verschiedenen Praparaten 
herausgegriffene Zellen auf die Zahl ihrer feulgenpositiven Korperchen 
genauestens untersucht. Hine Gliederung erfolgte nach dem Alter der 
Kolonien, aus denen das Material fiir die einzelnen Praparate entnom- 
men wurde. Das Ergebnis ist in Tab. 1 wiedergegeben. Die Werte ober- 
halb des Striches beziehen sich auf die Zihlung an FruLGEN-Praparaten, 
unterhalb auf die der Rosrnow-Priparate. Rechts neben dem Strich der 
Mittelwert. 

Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB die Ergebnisse der beiden Dar- 
stellungsmethoden weitgehend iibereinstimmen. Nur in der ersten senk- 
rechten Reihe treten zwischen beiden gréBere Differenzen auf, die wahr- 
scbeinlich dadurch zustande kommen, daf{ nach der distinkten Ro 
Brnow-Farbung dort meist 2 Kérperchen vorhanden sind, wo nach der 
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Fruigen-Firbung nur ein einziges zu erkennen ist. Ferner ist auffallig, 
daB nur der 2- und 4-Zahl eine gréBere Bedeutung zukommt. In den 
Zellen junger Kulturen (14—18 Std) sind meist 4 Nucleoide, in den 
ilteren aus 3 Wochen alten Kolonien regelmaBig nur 2 zu beobachten. 


Tabelle 1. Héufigkeit der Nucleoide in verschieden alten Azotobacter-Zellen in %, 
ermittelt nach FruLGEn- und Ropinow-Prdparaten. 


Alter d. Kol. | 1 | 2 | 3 + | 5 ! 6 Nucl. 
im eee | 38 min | RE oT, | 0 Lg 
L6uStdeu ees. -| “On” | 36° 5 5D. > 5 
| 
Ae | 12 / 40 4 | £5 42 J, | acne 253 
£e\Stde ee — — — 42 — 0,f — 2.5 
ee yas 4g" | oe 420 4 ae 
| 
12 58 7 | 20 fesael 2 
\ Tages on |e  — 66. | Sete eae oy) — 25 
3 Tage 0 6 | Ba 6 8 7,5  *=32 6 3 3 
3 Wocl 20 70 MA 70,5 | z 4 3,5 | : 0 : 0 
. yYYocnen. . +) 19 4a 79 ' w 3 6 ww | 0 0 


Die Teilungsstadien wurden in diese Zablungen nicht mit aufgenommen. 
Wie beschrieben, kénnen bei diesen hinsichtlich der Nucleoide 3 ver- 
schiedene Formen resultieren (siehe oben). Die Haufigkeit ihres Auf- 
tretens wurde aus weiteren Zihlungen ermittelt, deren Ergebnisse Tab. 2 
wiedergibt. Rund 0,6°, dieser Zellen wichen durch ein Nucleoidver- 
haltnis von 1:3 von den angegebenen Formen ab und wurden nicht mit 
in die Tabelle aufgenommen. 


Tabelle 2. Die Hdufigkeit verschiedener Teilungsformen hinsichtlich der Nucleotide. 
a: Tochterzellen mit je zwei Nucleoiden, b: je eine mit zwei und vier, 
c: beide Tochterzellen mit vier Nucleoiden. 


Form 12 Std | 24 Std 36 Std 
a (2/2) 35 | 51 | 82 
b (2/4) | 44 | 33 18 
ce (4/4) 21 16 0 


Das Vorhandensein von Paarlingen dieser Nucleoide weist darauf hin, 
daf es sich hier um ein echtes Duplikantensystem handelt (STRUGGER 
1950), d.h. die Nucleoide stellen identisch reduplikable Strukturein- 
heiten dar. Das Auftreten bestimmter Anzahlen von Nucleoiden scheint 
mit verschiedenen Stufen eines Entwicklungszyklus’ zusammenzuhian- 
gen. So konnte Prekarskr (1937) an Paratyphus- und Coli-Bakterien 
primare und sekundare Formen unterscheiden. Aus jungen Kulturen von 
frischen Agarplatten erhielt er Zellen mit regelmi®ig 2 Nucleoiden, in 
alteren dagegen die sekundiiren Formen mit nur einem Nucleoid. Im 
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weiteren Sinne lassen sich diese Verhiltnisse auch auf Azotobacter iiber- 
tragen. Dabei wiiren als primaire Formen die jungen Zellen mit 4 Nucleo- 
iden anzusprechen, als sekundiire die dlteren mit zweien. 

Da es von Interesse war, die Einwirkung caryoklastischer Gifte auf 
Azotobacter zu studieren, wurden Versuche mit Colchicin durchgefihrt, 
das dem Asnupy-Nahrboden in verschiedener Konzentration (1:200; 
1:400; 1:600; 1:800; 1:1000; 1: 2000 usf. bis 1: 10000) beigemischt wurde. 
Die Plattenkulturen wurden bei 28° C 24 Std bebriitet. Weder die Zell- 
form noch die Zellteilung wurden beeinfluBt. Auch die nach FEuLGEN 
und Rosinow hergestellten Praparate lieBen keinen EinfluB auf die 
Nucleoide gegeniiber Kontrollkulturen erkennen. Daraus kann der 
SchluB gezogen werden, da eine mitose-ahnliche Teilung der Nucleoide 
bei Azotobacter nicht vorkommt. 

Weitere farberische Untersuchungen ergaben, da besonders in alteren 
Zellen aus etwa 18 Std alten Kulturen zahlreiche Kérnchen vorhanden 
sind. Diese lieBen sich besonders gut mit sauren Farbstoffen fiairben, wie 
z. B. mit Saiurefuchsin nach ALrMann. Mit zunehmendem Alter der Zel- 
len werden diese Kornchen zahlreicher und legen sich mehr der Mem- 
bran an, bis sie schlieBlich eine einheitliche Schicht bilden. Dieser Zu- 
stand ist erreicht, sobald die Kolonie sich tief braunschwarz verfarbt 
hat, also nach etwa 6—15 Tagen. Eine Anfarbung ist dann weder mit 
basischen noch mit sauren Farbstoffen zu erzielen. — Da bereits RIPPEL 
u. Lupwie (1925) durch Kulturversuche zeigen konnten, daB die Brau- 
nung der Azotobacter-Kolonien wahrscheinlich auf Melaninbildung be- 
ruht, lag es nahe, in diesen Strukturen die cytologische Grundlage dieser 
Erscheinung zu vermuten. Einen spezifischen mikrochemischen Nach- 
weis gibt es allerdings nicht; die von Ries (1938) angegebenen Reak- 
tionen zum Nachweis dieses Pigmentes verliefen bei einem Unter- 
suchungsmaterial aus 3 Wochen alten schwarzbraunen Kulturen positiv. 


Nachweis von Reduktionsorten. 


Der Nachweis von Reduktionsorten innerhalb der Bakterienzelle hat 
fiir die Nucleoidfrage insofern Bedeutung erlangt, als nach den Beob- 
achtungen von Brenic, Kauscue u. Haarprox (1949) die Lokalisation 
der reduzierenden Systeme in Beziehung stehen soll zu den Bezirken 
hdherer Nucleinsiurekonzentration (WALLHAUSSER 1950, 1951, 1952). 


Um die eigenen Versuche methodisch einwandfrei durchzufihren, wurden zu- 
nachst die Untersuchungen von Bretrc und Mitarb. wiederholt und noch auf 
andere Bakterien ausgedehnt. Die Ergebnisse der genannten Autoren konnten 
bestitigt werden. Allein bei Sarcina-Arten trat niemals eine Reduktion des Tetra- 
zoliums auf. An Azotobacter waren diese Versuche nicht in der gleichen Weise durch- 
zufiihren, da das Wachstum dieses Bakteriums in fliissigen Nahrmedien nur sehr 
gering war. Da ferner das Tetrazolium bei Zugabe zum Nahrboden wahrend der 
Sterilisation bereits reduziert wird, wurde im folgenden so vorgegangen, daB im 


248 E. FLOETHMANN: 


vollen Wachstum befindliche Kolonien auf der Perri-Schale mit 1 bzw. 2 em® der 
Tetrazoliumlésung iibergossen wurden. Eine Reaktion auf unbeimpften Agarplatten 
trat nicht ein. 

Die Beobachtungen ergaben, daB die Reduktion nur von wachsenden 
Zellen vollzogen werden kann. Ob sie innerhalb der Bakterienzelle an 
bestimmte priformierte Strukturen gebunden ist, konnte nicht mit 
Sicherheit festgestellt werden. Doch scheint eine Beziehung zwischen 
den Nucleoiden und den Reduktionsorten nicht zu bestehen, da die 
Formazankugeln in ungleichmaBiger Zahl, GroBe und Anordnung auf- 
treten im Gegensatz zu dem streng gesetzmaBigen Auftreten der Nu- 
cleoide. 


Bestimmung des isoelektrischen Punktes. 


Die Bestimmung des isoelektrischen Punktes wurde mit Hilfe der 
Saiurefuchsin-Toluidinblau-Methode (DRAWERT 1937) sowie nach der 
Acridinorange-Methode (Struccer 1940, NorRDMEYER 1947) durch- 
gefiihrt. Die verwendeten Phosphat-Pufferlésungen wurden mit dem 
LAUTENSCHLAGER-Ionometer (Chinhydron-Elektrode) gemessen. Auf 
beiden Wegen wurden tibereinstimmende Ergebnisse erzielt. Fiir das 
Cytoplasma konnte ein I.E.P.y von px 2,7 ermittelt werden. Schwan- 
kungen im Bereich von py 2,6—3,1 standen offensichtlich mit dem Alter 
der Zellen im Zusammenhang, und zwar schien eine geringe Verschiebung 
der Lage des I.E.P.y mit zunehmendem Alter von px 2,7 nach 3,1 statt- 
zufinden. 

Die Bestimmung des I.E.P.), der kérnigen Strukturelemente in der 
Azotobacterzelle erfolgte mit Hilfe der Saurefuchsin-Toluidinblau-Me- 
thode. Eine exakte Unterscheidung zwischen Nucleoiden und anderen 
k6érnigen Gebilden war hier nicht méglich, doch konnten nach den bis- 
herigen Erfahrungen die in charakteristischer Paarlingform auftreten- 
den Korperchen im Zentrum der Zelle mit einiger Sicherheit als Nucleoide 
angesprochen werden. Ihre Anfairbung gelang mit Saurefuchsin bei 
po 2,0—2,8 der Farblésung, mit Toluidinblau ab pq 3,3, so daB ein 
L.E.P.y um 3,1 angenommen werden kann. Vergleichende Untersuchun- 
gen mittels der Acridinorange-Methode ergaben einen Umschlagsbereich 
zwischen py 3,1 und 3,3. Fiir die ttbrigen Kérnchen der Azotobacterzelle 
konnte ein I.EK.P.y zwischen px 3,1 und 3,5 ermittelt werden. In diesem 
Falle war die Acridinorange-Methode nicht anwendbar, da die wahr- 
scheinlich aus Melanin bestehenden Granula sich als fluorescenzléschend 
erwiesen. 


Die Acridinorange-Vitalfluorochromierung. 
Hine eingehende Erforschung der intravitalen Zellstruktur von Azoto- 
bacter wurde mangels geeigneter Methodik bisher noch nicht vorgenom- 
men, denn bei der Kleinheit des Objektes ist bei dem gebriiuchlichen 
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Verfahren des hiingenden Tropfens nur wenig mehr als die Umrifform 
der Zellen wahrzunehmen. Fiir eine genauere Untersuchung ist daher 
eine Vitalfarbung erforderlich. — Der von Struaamr (1940) aufgezeigte 
Weg itiber die Vitalfiirbung der Metaphytenzelle mit Acridinorange 
wurde von STRUGGER u. Hitericu (1942) erstmalig auf die Bakterien- 
zelle tibertragen. Die Fluorochromierung erwies sich den bisherigen Ver- 
fahren weitaus tiberlegen. Die Vorteile bestehen im wesentlichen darin, 
dafS§ 1. das Acridinorange eine hohe Affinitaét zu den lebenden Eiwei8- 
kérpern des Protoplasmas besitzt, die eine schnelle und vollkommene 
Anfarbung der Zelle gewihrleistet, 2. die fluorescenzoptische Nachweis- 
barkeit sehr empfindlich ist, so daB man mit geringen Konzentrationen 
erfolgreich arbeiten kann, und 3. eine echte Vitalfarbung erzielt wird, 
da alle toten Zellen infolge des Konzentrationseffektes deutlich von den 
lebenden zu unterscheiden sind. 

Fir die folgenden Untersuchungen an Azotobacter erschien es not- 
wendig, zunachst die toxischen Wirkungen des Acridinorange festzu- 
stellen. Hin AsHpy-Agar wurde zu diesem Zweck mit Acridinorange in 
verschiedener Konzentration versehen, sterilisiert und mit vorkultivierten 
Stammen beimpft. Nach 24 Std bei 27° C im Thermostaten konnte fest- 
gestellt werden, da bis zu Konzentrationen von 1:500 kein Wachstum 
erfolgt war und bis zu 1:1200 nur einzelne Kolonien angingen, die sich 
langsam  weiterentwickel- 
ten. Von etwa 1:1500 ab a 
war das Wachstum normal. ” 
Unterschiede in der Form 
der Kolonien von acridin- 
orangehaltigen und acridin- 
orangefreien Nahrbéden be- 
standen nicht, in den Zellen 
dieser Kulturen konnte eine 
intravitale Speicherung des 
Farbstoffes im Fluorescenz- 
mikroskop an der Griin- ? 10 20 JO 
fluorescens des Plasmas be- 400; Der hotodsnanine itt an turer 
obachtet werden. Leitungswasser). Ordinate: Prozentsatz der lebenden 


= s . Zellen, Abszisse: Versuchsdauerin Minuten. A :im Dunkeln, 
Fur die weiteren Unter- B: Bestrahlung mit Sonnenlicht, C: Bestrahlung mit 


suchungen wurde das Azo- Blaulicht. 

tobacter-Material stets in 

Leitungswasser suspendiert, das sich als gtinstigstes Milieu erwies. 
Das Auftreten eines photodynamischen Effektes an fluorochromierten 

Zellen konnte in zahlreichen Experimenten beobachtet werden, deren 

Ergebnisse zusammenfassend in Abb. 3 dargestellt werden. — Neben der 

fluorescenzmikroskopischen Kontrolle auf den Lebenszustand der Zellen 
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wurden parallel hierzu Plattenkulturen angelegt, die ergaben, daB an 
Zellen aus fluorochromierten Suspensionen nach 3 min Bestrahlung mit 
Blaulicht Wachstumsverzogerungen auftraten. Die Kolonien blieben zu- 
nichst sehr klein und glasig durchsichtig, wiihrend die Kontrollen be- 
reits mehrere Millimeter Durchmesser erreicht hatten und milchigweib 
erschienen. Nach 3 Tagen war diese Wachstumsverzogerung aber iiber- 
wunden, die Kulturen unterschieden sich nicht mehr von den Kon- 
trollen. Nach 15 min Bestrahlung wuchsen auf der Platte nur einzelne 
Kolonien an, die sich langsam weiterentwickelten. 

Fiir die Untersuchung lebender und toter Bakterienzellen mit Hilfe 
der Acridinorange-Vitalfluorochromierung sind 3 Voraussetzungen von 
ausschlaggebender Bedeutung (StRuGGER 1949): 1. der Farbstoff darf 
keine toxischen Wirkungen auf das zu untersuchende Material ausiiben, 
2. bei der Anfairbung muB stets ein FarbstoffiiberschuB vorhanden sein, 
3. bei der Beurteilung der Zellen darf nur die Plasmafluorescenz aus- 
gewertet werden. 

Ad 1. Die Wirkung des Acridinorange auf Azotobacter wurde bereits in 
den vorangegangenen Versuchen dargelegt. Demnach ist mit einer Scha- 
digung der Zellen durch den Farbstoff bei einer Konzentration von 
1:10000 in Leitungswasser und einer Te aa Beob- 
achtungsdauer von 3 min nicht zu rechnen. 

Ad 2. Ein FarbstoffiiberschuB ist notwendig, um eine vollige Durch- 
fluorochromierung des Materials zu gewiihrleisten. Dabei speichern tote 
Zellen die 14fache Menge an Acridinorange wie lebende, wie KOLBEL 
(1947) durch quantitativ-colorimetrische Messungen an Hefezellen zeigen 
konnte. — Bei den haufig sehr stark ausgebildeten Schleimhillen von 
Azotobacter ist dies besonders zu beachten, da gerade hierdurch groBe 
Mengen des Farbstoffes gebunden werden. Als zureichend erwies sich 
eine Anfairbung, bei der geringe Mengen des Materials mit der Ose in 
1—2 ml einer Acridinorangelésung 1:10000 — vergleichsweise auch 
1:5000 — gebracht wurden. 

Ad 3. Die Beurteilung der Plasmafluorescenz st6Bt bei Azotobacter 
im allgemeinen bei giinstigen optischen Verhaltnissen auf keine Schwie- 
rigkeit. Sie ist bei lebenden Zellen normalerweise grasgriin, eine Ver- 
deckung durch andere fluorescierende Inhaltskérperchen konnte niemals 
beobachtet werden; dagegen kann die rot fluorescierende Schleimhiille 
die Plasmafluorescenz leicht tibherdecken, so daB diese jetzt gelblich oder 
graugriin erscheint. In jedem Falle aber ist es méglich, diese von dem 
kupferrot fluorescierenden Protoplasma toter Zellen eindeutig zu unter- 
scheiden. 

Zum Beweise der Vitalitiit der plasmatisch griin fluorescierenden A zoto- 
bacter-Zellen wurden Mikrokulturen angelegt. Die Beobachtungen  be- 
stiitigten aufs neue, dab nur die plasmatisch griin fluorescierenden 
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Bakterienzellen zu einer Vermehrung fihig sind. Gelbgriin leuchtende For- 
men sind dazu nicht imstande. Ferner konnte festgestellt werden, daB 
die Teilung um so spater einsetzt, je alter das Ausgangsmaterial war. — 
Auch in Kulturversuchen zeigte sich, daB von den plasmatisch griin 
fluorescierenden Zellen etwa 89° zu einer Kolonie auswuchsen, von den 
gelblichen oder kupferroten dagegen keine. — Durch Modifikation des 
Nahrbodens konnte die Fluorescenzfarbe niemals beeinfluBt werden. 

Fir die Beobachtung der vitalen Plasmastruktur wurde die Fluoro- 
chromierung mit einer Acridinorange-Lésung 1:20000 bis 1:80000 vor- 
genommen. Die Untersuchung erfolgte entweder in der Farblisung oder 
in einem Tropfen Paraffinum liquidum unter einem méglichst diinnen 
Deckglas, das durch Deckglassplitter abgestiitzt wurde, um eine Be- 
schadigung der Bakterien durch Druck zu vermeiden. 

Junge Azotobacter-Zellen aus einer 12—16 Std alten Kultur von ovaler 
bis stabchenformiger Gestalt zeigten fluorescenzoptisch ein grasgriines, 
vollig homogenes Cytoplasma. Die Membran war meist als ein zartes 
Hautchen von rotlicher Fluorescenz soeben zu sehen. — Zellen aus einer 
24 Std alten Kultur zeigten folgendes Bild: eine mehr oder weniger dicke 
rot fluorescierende Membran (Schleimschicht) umgab die ovale bis 
kugelrunde Azotobacter-Zelle, das Cytoplasma erschien hier netzformig 
und enthielt in der Mitte gelbgriin fluorescierende Kornchen. Unter diesen 
wurden auch zuweilen die Paarlinge beobachtet, die schon als charakte- 
ristisch fiir Nucleoide angegeben wurden. Die Priifung der Zahlenver- 
haltnisse dieser Gebilde ergab eine gute Ubereinstimmung mit den oben 
angegebenen Beobachtungen. Da nun auch von Metaphytenzellkernen 
bekannt ist, da8 thymonucleinséiurehaltige Bestandteile das Acridin- 
orange verstarkt zu speichern vermégen und dies durch eine gelbgriine 
Fluorescenz zu erkennen geben, so handelt es sich auch hier offenbar um 
die thymonucleinsdurehaltigen Nucleoide. Jedoch muf beachtet werden, 
daB auch Volutinkiigelchen in gleicher Farbe auftreten kénnen und in 
diesem Falle eine Unterscheidung von den Nucleoiden nicht mdglich ist. 

Zellen aus einer 2 Tage alten, weiBgrauen Kolonie lieBen folgendes er- 
kennen: die Membran der Schleimhiille war gegeniiber den vorhergehen- 
den unverindert. Die netzformige Struktur des Cytoplasmas trat noch 
deutlicher in Erscheinung; die Nucleoide waren gut zu erkennen. AuBer- 
dem traten, besonders zur Membran hin, einzelne dunkle, fluorescenz- 
freie Gebilde auf. Ein Vergleich im Hellfeld und mit fixierten Praparaten 
ergab, da es sich hier einwandfrei um die Melanink6érnchen handelte. 
Das wurde noch deutlicher bei Zellen aus schwarzbraunen Kolonien 
(4—6 Tage alt). Die aus einzelnen Melaninkérnchen zusammengesetzte 
Rindenschicht war hier bereits ausgebildet und léschte die Fluorescenz 
vollstandig. Von auBen nach innen beobachtete man nun 3 Zonen in der 
Azotobacter-Zelle: 1. die kupferrot fluorescierende Membran, 2. die fluores- 
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cenzfreie, melaninhaltige Rindenschicht und 3. das grasgriin fluores- 
cierende Cytoplasma (Nucleoide waren hier nicht zu erkennen). 

Das Material aus bereits etwas eingetrockneten schwarzbraunen Kolo- 
nien (3 Wochen alt) zeigt nach Acridinorange-Fluorochromierung auf- 
fillig kleine, grasgriin leuchtende Zellen. Eine vergleichende Beobach- 
tung im Hellfeld lehrt, daB die Zellen 14 bis doppelt so groB sind, als sie 
im Fluorescenzmikroskop erscheinen. Nur selten ist eine Membranfluo- 
rescenz wahrnehmbar. Diese Tatsache mag dadurch erklart werden, da 
im fluorescenzmikroskopischen Bild nur der zentrale Cytoplasma-Anteil 
dargestellt wird, die Rindenschicht als fluorescenzléschend nicht sicht- 
bar ist, dagegen im Hellfeld leicht beobachtet werden kann. Die Membran 
und die Schleimhiille sind in den meisten Fallen nur als ganz dinner, rot 
fluorescierender Saum sichtbar oder kénnen tiberhaupt nicht mehr 
wahrgenommen werden. Die Erklarung liegt wahrscheinlich darin, dab _ 
die Schleimschicht aus leicht quellbaren Kohlenhydraten besteht (nach 
Dvueuip, 1948, zu 90°% Glucose und 3—4°% Uronsiauren), so daB sie beim 
Eintrocknen stark zusammenschrumpft und ihr Nachweis nicht immer 
mehr moglich ist. 


Involutionsformen, die bei 35° C im Thermostaten geztichtet wurden, — 
zeigten eine noch grébere wabige Struktur des grasgriin fluorescierenden 
Cytoplasmas, das auBerdem einige gréBere fluorescenzfreie Vacuolen er- 
kennen lieB. Die Schleimhiille war nur soeben durch orangerote Fluores- 
cenz angedeutet. 


Untersuchungen mit dem Phasenkontrastmikroskop. 


Eine weitere Méglichkeit zur Lebendbeobachtung von Bakterien be- 
steht im Phasenkontrastverfahren. Nach den bisher vorliegenden Mit- 
teilungen von KNOLL (1944) und WINKLER (1951) erscheint gesichert, 
daB die Nucleinsiure am Zustandekommen des Phasenkontrastbildes 
der Bakterien wesentlich beteiligt ist. Damit ist eine Méglichkeit gegeben, 
die Nucleoide intravital unter den physiologisch giinstigsten Bedingun- 
gen zu untersuchen, d.h. ohne Anwendung firberischer oder anderer 
Darstellungsmethoden. | 


Die folgenden Beobachtungen wurden mit dem Mikroskop Ortholux und einer 
Phasenkontrasteinrichtung mit dem Hrtneschen Kondensor durchgefiihrt (E. Leitz, 
Wetzlar). Als Objektiv diente die apochromatische Olimmersion Pv Apo 01 90/1,15; 
als Okulare wurden solche mit 10- und 12facher VergréBerung im Monokular und 
Binokular benutzt. Die eingebaute Lichtquelle bestand aus einer Niedervoltgliih- 
lampe (6 Volt 5 Ampere). Fiir die Immersion wurde das Immersionsél der Firma 
Leitz verwendet (nD = 1,515), das zwischen Deckglas und Objektiv sowie zwischen 
Immersionskappe des Kondensors und Objekttriger gebracht wurde. Bei allen 
Beobachtungen und Aufnahmen kam ein Griinfilter zur Anwendung. Eine sorg- 
faltige Zentrierung wurde vor jeder Beobachtung mit Hilfe der Einstellupe vorge- 
nommen. 
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Junge Azotobacter-Zellen aus 24 Std alten Kulturen zeigten einen gut 
erkennbaren netzformigen Bau des Cytoplasmas und enthielten zahl- 
reiche Koérnchen in unregelmafiger Zahl und Lagerung. Eine Differen- 
zierung dieser Gebilde in Nucleoide, periphere Kérnchen und Reserve- 
stoffkiigelchen gelang nicht. Die Membran trat als ein mehr oder weniger 
dicker dunkelgrauer Saum in Erscheinung, Schleimhiillen konnten nicht 
beobachtet werden. Die einzelnen Zellen waren stets von einem hellen 
Diffraktionsraum umgeben. 

Involutionsformen, die einer 24 Std alten, bei 35° C gewachsenen Kul- 
tur entnommen wurden, zeigten einen grobwabigeren Bau des Cyto- 
plasmas als die normalen Zellen und enthielten eine bis mehrere groke 
Vacuolen. Nucleoide konnten hier nicht mit Sicherheit erkannt werden. 


Azotobacter-Zellen aus einer etwa 3 Tage alten schwach braunen Kultur 
lieBen deutlich eine Membran als schmalen schwarzen Saum erkennen 
und enthielten ein feinwabiges oder homogenes Cytoplasma. An EKin- 
schlu8korperchen konnten die grauschwarz erscheinenden peripheren 
_ Kornchen von den meist zentral gelegenen tiefschwarz erscheinenden 
Nucleoidpaarlingen unterschieden werden. Bei sorgfaltiger Durchmuste- 
rung der einzelnen Zellen ergab sich, da meist 2 Paare von Nucleoiden 
vorhanden waren, die haufig in verschiedenen optischen Ebenen lagen. 

Alte Azotobacter-Zellen aus 3 Wochen alten Kulturen zeigten im Phasen- 
kontrast die Membran in Form einer dicken schwarzen Rinde, das Cyto- 
plasma war vollig homogen und enthielt 1 oder 2 schwarze Kornchen, die 
entweder einzeln als kreisrunde Gebilde oder in der bekannten Paar- 
lingsform auftraten (Abb. 4). 

Ein Vergleich dieser Bilder mit solchen nach FEULGEN und RoBINow- 
Praparaten ergab hinsichtlich Form und Lage dieser Kornchen eine v6l- 
lige Ubereinstimmung mit den Nucleoiden. Die Zahlenverhaltnisse dieser 
Gebilde, wie sie an 124 Zellen nach Protokollzeichnungen der Phasen- 
kontrast-Vitalbeobachtung ermittelt wurden, entsprachen den in 
Tab. 1 angegebenen ziemlich genau. Kine vergleichende Darstellung 
dieser Ergebnisse zeigt Tab. 3. 

Demnach konnen die in alten Azotobacter-Zellen im Phasenkontrast tief- 
schwarz erscheinenden Korperchen mit groBer Sicherheit als Nucleoide 
angesprochen werden. Diese Annahme bestatigt ferner auch ihr Verhal- 
ten bei der Zellteilung, wie es in den folgenden Mikrokulturversuchen im 
Phasenkontrastmikroskop beobachtet werden konnte. 


1A. Krrec (Naturwissenschaften, 41. Bd., S. 147) veréffentlichte wahrend 

der Drucklegung dieser Arbeit eine kurze Notiz tiber mikroskopische Vitalunter- 

suchungen an Azotobacter-Zellen. Er konnte bei der phasenkontrastmikroskopischen 

Analyse Strukturen beobachten, welche den hier als Nucleoide erkannten Gebilden 

gleich sind. Er 1a8t die Frage nach der Nucleoidnatur dieser Gebilde noch offen. Mit 

Acridinorange konnte Krig@ in vivo ein nucleoidahnliches Gebilde herausfirben. 
Vim 
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Bei diesen Untersuchungen wurde als Impfmaterial nur solches aus 
1—3 Wochen alten Kulturen verwendet, da allein hier die Zellen das be- 
schriebene iibersichtliche Bild zeigen. Technische Schwierigkeiten er- 
gaben sich anfangs dadurch, da dieses Material eine verhaltnismaBig 


a b 
Abb. 4a: Azotobacter chroococeum aus drei Wochen alter Kultur, Phasenkontrastaufnahme 
(Apo 61 90 x, Okular 10 x, Griinfilter). Vergr. 1350 x. 46: Zeichnung dazu. 


lange Zeit braucht, bis Wachstum und Vermehrung einsetzen. Daher 
wurden die Priparate mindestens 12 Std vor der mikroskopischen Be- 
obachtung hergestellt und wiihrend dieser Zeit im Thermostaten bei 


27° C aufbewahrt. 


Tabelle 3. Hdufigkeit der Nucleoide bei Azotobacter-Zellen aus 3 Wochen alten 
Kulturen, ermittelt nach FRuLGEn-Prdparaten und nach Vitalbeobachtung im 
Phasenkontrastmikroskop, Angaben in %. 


Anzahl der Nucleoide FERULGEN-Priiparate Phasenkontrast 
] 22 17 
2 70,5 75 
3 4 2 
4 3,5 6 
5 0 0 
6 0 0) 


Die Umbildung einer alten A zotobacter-Zelle in eine teilungsbereite Form 
konnte in einem einzigen Falle in ihrem ganzen Ablauf verfolgt werden. 
Das Material stammte aus einer 3 Wochen alten schwarzbraunen Kolonie, 
die beobachtete Zelle war kugelrund und mit dicker, rindenartiger 
Membran, das Cytoplasma homogen, mit 2 deutlich sichtbaren Nucleoiden. 
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Die ersten wahrnehmbaren Veranderungen bestanden in einer schwa- 
chen Streckung der Zelle zu einer ovalen Form. Bald darauf war an dem 
einen Pol eine kleine Plasma-Ausstiilpung sichtbar, waihrend am ent- 
gegengesetzten Pol das Cytoplasma sich von der dicken Membran ein 
wenig abhob. In den folgenden 2 Std blieb dieses Bild unverandert, bis 


0 I0 700 720 250 min 


Abb. 5. Entwicklung einer alten 4zotobacter-Zelle aus einer 20 Tage alten Kultur; 
Zeichnung nach einer Mikrokultur im Phasenkontrast. 


dann plotzlich der gesamte Protoplast aus der Hiille schliipfte, die nun 
im leeren Zustand eine kleine Offnung deutlich erkennen lieB; die junge 
Zelle nahm alsbald eine lainglich-ovale Form an, eine Teilung erfolgte 
jedoch wahrend der nachsten 6 Std nicht. Der zeitliche Ablauf dieses 
Geschehens ist im einzelnen aus Abb. 5 ersichtlich. In den weiteren Be- 
obachtungen konnten einzelne Phasen dieses Prozesses wiederholt fest- 
gestellt werden (Abb. 6). — Die Untersuchung ergab allgemein, daf 
Zellteilungen niemals an den alten 
Azotobacter-Formen mit dicker rin- 
denartiger Membran_ stattfanden, 
sondern nur an_ langlich-ovalen 
Zellen, die eine Membran kaum oder 
gar nicht erkennen lieBen. 


b 


Abb. 6a: Ausschliipfende Azotobacter-Zelle, Phasenkontrastaufnahme aus einer Mikrokultur. 
(Apo 6190 x, Okular 10 x, Griinfilter). 6b: Zeichnung dazu. 


Der Vorgang selbst verlief derart, daB die Zelle sich zunachst ein 
wenig streckte, dann in der Mitte sich immer mehr einzuschniiren be- 
gann, bis schlieBlich die Tochterzellen vollstandig voneinander getrennt 
waren. Das Verhalten der Nucleoide bei diesen Vorgangen war unter- 
schiedlich. Im einfachsten Falle wurden sie gleichmaig auf die beiden 
Tochterzellen verteilt in der Weise, daB die Nucleoide mit beginnender 
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Jinschniirung nach den Polen auseinanderwichen oder durch die Kin- 
schniirung selbst voneinander getrennt wurden. In anderen Fallen konnte 
festgestellt werden, daB die Verteilung der Nucleoide nicht immer gleich- 
miBig erfolgt. Die Mutterzelle enthielt einmal 4 schwarze K6érnchen in 
zentraler Lage; die Einschniirung erfolgte dann derart, dai die untere 
Zelle 1, die obere 3 davon erhielt. 

Die in der Abb.7 wiedergegebenen Beobachtungsreihen zeigen auBer 
der Zellteilung auch Nucleoidvermehrung. In allen 3 Fallen scheinen 
diese Vorginge nicht unmittelbar im Zusammenhang zu stehen, doch 


Abb. 7. Zellteilung und Nucleoidvermehrung bei Azotobacter; gezeichnet nach einer Mikrokultur im 
Phasenkontrast. 


lat sich genaueres dariiber kaum aussagen, da eine Nucleoidvermehrung 
mit Sicherheit erst dann festgestellt werden kann, wenn die Paarlinge 
eine gewisse Distanz erreicht haben. 

Die Beobachtungen ergeben, erstens da die im positiven Phasen- 
kontrast in alten Azotobacter-Zellen aus etwa 2—3 Wochen alten Kulturen 
tiefschwarz erscheinenden Kérperchen hinsichtlich ihrer Form und Lage 
mit den feulgenpositiven Gebilden tibereinstimmen. Zweitens zeigt ein 
Vergleich der Zahlenverhiltnisse dieser Kérperchen, wie sie nach phasen- 
kontrastmikroskopischen Bildern einerseits und FrutGEn- und Ro- 
BINOW-Praparaten andererseits ermittelt wurden, eine nahezu véllige 
Ubereinstimmung. Zum dritten kann festgestellt werden, daB eine Ver- 
mehrung dieser Gebilde in Form einer einfachen Teilung vor sich geht; 
bei der Zellteilung werden sie mehr oder weniger gleichmiig auf die 
Tochterzellen verteilt. — Demnach stellen diese Nucleoide echte iden- 
tisch reduplikable Struktureinheiten dar, denen sehr wahrscheinlich 
trotz ihrer im Verhaltnis zur Zelle schon geringen GroBe Kernfunktion 
zukommt. Aus all diesen Beobachtungen — insbesondere der Wirkungs- 
losigkeit des Colchicins geht jedoch hervor, da keinerlei Anhalts- 
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punkte dafiir vorliegen, die Nucleoide des Azotobacter als Chromosomen 
anzusprechen. Ob solche iiberhaupt bei Bakterien auftreten, wie es DELA- 
MATER (1952) fiir Bac. megaterium u.a. fordert, ist heute noch um- 
stritten (vgl. Jaac, 1953). 


Zum Entwicklungszyklus von Azotobacter. 

Wie die vorangegangenen Betrachtungen gezeigt haben, unterliegt die 
_cytoplasmatische Struktur der Azotobacter-Zellen im Laufe des Wachs- 
_ tums mannigfachen Anderungen, die auf einen Entwicklungszyklus dieses 
Bakteriums schlieBen lassen. KRZEMIENIEVSKI (1908), PRazMowsKI 
(1912) sowie LouNis u. SmrrH (1923) beschreiben einen grofen Form- 
wandel dieses Organismus’, doch haben Nremryer (1924), pe ReGen 
(1932), WILKE (1930) und WryoeRapskt (1937) gezeigt, daB ein so weit- 
gehender Pleomorphismus abgelehnt werden mu’. Auch die Angaben 
von MALTscHEWSEI (1951) iiber die Dissoziation des Azotobacter konnten 
nicht bestatigt werden (SToLP u. SpryuR, 1951). 

Nach den Beobachtungen an zahlreichen Mikrokulturen und Prapa- 
raten von Kolonien jeglichen Alters, wie sie oben mitgeteilt wurden, er- 
gibt sich eine Formenfolge des Azotobacter, die wie folgt beschrieben 
werden kann. 

Junge Zellen haben eine linglich-ovale Form. Eine Schleimhiille ist 
_ bei ihnen noch nicht oder nur sehr schwach ausgebildet, das Cytoplasma 
‘ist véllig homogen und birgt meist 2 Paare von Nucleoiden, die den 
Polen der Zelle genéhert liegen. Sobald eine Teilung durch beginnende 
Einschniirung in der Mitte des Individuums eingeleitet wird, erfolgt im 
allgemeinen auch die Reduplikation der Nucleoide. Nach vollzogener 
Teilung strecken sich die Zellen zunichst wieder zu Stabchen, die etwa 
3—4mal so lang wie breit sind. Dann setzt der ProzeB von neuem ein. — 
Tritt dagegen durch Erschépfung des Nahrbodens ein Altern der Zellen 
ein, so ist dies mit einer zunehmenden Pigmentbildung zu erkennen. 
Die Zellen enthalten jetzt meist nur 2 Nucleoide und nehmen im Laufe 
der weiteren Entwicklung immer mehr Kugelgestalt an unter gleich- 
zeitiger Ausbildung einer starken Schleimhiille, die haufig die Kokken 
zu Tetraden oder Ketten zusammenhalt. Die peripheren Kérnchen ord- 
nen sich zu einer rindenartigen Melaninschicht, mit deren vollstandigen 
Ausbildung die Zellen ein Ruhestadium eingehen. — Die weitere Ent- 
wicklung geht derart vor sich, da8 nach Uberimpfen auf einen frischen 
Nahrboden die starre Membran an einer Stelle aufreiBt und eine junge 
Zelle ausschliipft, die sich bald darauf zu teilen beginnt. Zu ahnlichen 
Ergebnissen gelangten auch KRZEMIENIEWSKI sowie HISENSTARK U. Mit- 


arb. (1950). 


Die von WiLKE (1930) erneut beschriebene Erscheinung des Loéunisschen Sym- 
plasmas bei Azotobacter konnte in den eigenen Untersuchungen niemals beobachtet 
werden. Nach diesen Autoren sollen die Zellen durch ,,Autolyse“ ihre Individualitat 
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zuweilen aufgeben und sich zu dichten Plasmamassen vereinigen. Wie die eigenen 
Untersuchungen — insbesondere die Vitalbeobachtungen — ergaben, werden die 
Azotobacter-Zellen allein durch eine iiberaus starke Schleimbildung zu diesen be- 
schriebenen Massen zusammengehalten. Durch Einwirkung von Kaliumnitrat kann 
eine Verquellung und Verfliissigung der Schleimhiillen herbeigefiihrt werden 
(StruGGER 1949), so daB nun die Zellen voneinander isoliert werden; dies 14Bt sich 
eindeutig an mit Acridinorange vitalgefarbtem Material im Fluorescenzmikroskop 
beobachten. Eine Aufgabe der Individualitat der Zellen liegt also nicht vor. Da die 
Azotobacter-Zellen nun stets mit einer mehr oder weniger dicken Schleimhiille um- 
geben sind, sofern eine geeignete Kohlenstoffquelle im Nahrboden vorhanden ist, 
bleibt es zunachst unverstandlich, weshalb die Erscheinung der vermeintlichen 
Symplasmabildung nur in einem bestimmten Alter von etwa 80 Std — bei 27° C — 
auftritt. Bei simtlichen Untersuchungen konnte nun immer wieder festgestellt 
werden, daB der von Azotobacter ausgeschiedene Schleim eine unterschiedliche 
Konsistenz aufweist, wie es sich leicht bei der Aufschwemmung des Materials in 
Leitungswasser beobachten lieB. Dabei konnte im allgemeinen eine gleichmaBige 
Verteilung der Zellen miihelos erreicht werden, nur bei Verwendung von 3—6 Tage 
alten Kolonien zeigte das Material haufig eine zihe, beinahe gummiartige Beschaffen- 
heit, so daB die Herstellung einer Suspension oft nicht méglich war. — Nach all 
diesen Befunden kann die von WILKE beschriebene Erscheinung durch die Schleim- 
bildung des Azotobacter erklart werden. Eine Symplasmabildung liegt demnach nicht 
vor. 


Zusammenfassung. 


1. Die Nuclealreaktion nach FEULGEN zeigte in den Zellen von Azoto- 
bacter chroococcum Beij. Thymonucleinsiure, lokalisiert in linsenférmigen 
Korperchen, die in gesetzmaBiger Zahl auftraten, 4 in jungen Zellen, 2 in 
alteren Stadien. 


2. Intra vitam erschienen diese Nucleoide im Phasenkontrast tief- 
schwarz. Ihre Vermehrung, die in Mikrokultur verfolgt werden konnte, 
geschieht durch einfache Teilung. Vitalbeobachtung im Phasenkontrast 
ergab ferner, daB sie bei der Zellteilung in den meisten Fallen gleich- 
miig auf die Tochterindividuen verteilt werden, ohne daf jedoch ein 
direkter Zusammenhang von Nucleoid- und Zellteilung festgestellt werden 
konnte. 

3. Colchicin hatte auf die Vermehrung der Nucleoide keinen EinfluB. 


4. Das Pigment, wahrscheinlich ein Melanin, findet sich in Form 
kleiner Kérnchen innerhalb der Zellen und bildet spater, bei der Schwarz- 
braunfairbung der Kolonien, mit der Membran eine periphere rinden- 
artige Schicht. 

5. Der Ort der Reduktion von Tetrazoliumchlorid steht in der Azoto- 
bacter-Zelle in keiner Beziehung zu den feulgenpositiven Bezirken. 


6. Der I. E. P. des Cytoplasmas und einzelner Zellbestandteile ergab 
mittels der Acridinorange-Methode und der Saiurefuchsin-Toluidinblau- 
Methode tibereinstimmend ein I.E.P.,, fiir die Nucleoide bei pu 3,1 und 
fiir die peripheren Kérnchen bei py 3,3; beim Cytoplasma lag er bei py 2,7 
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mit Schwankungen von py 2,6—3,1, die mit dem Alter der Zellen im 
Zusammenhang standen. 


7. Es werden die Bedingungen fiir einwandfreie Vitalfluorochromie- 
rung mit Acridinorange ermittelt. Auf acridinorangehaltigen Niahr- 
béden erfolgt bis zur Konzentration von 1: 1600 normales Wachstum. 
Starkere Konzentrationen lassen nur mehr einzelne Kolonien angehen, 
ab 1: 500 unterbleibt das Wachstum vollig. — Ein photodynamischer 
Effekt an acridinorange-fluorochromierten Zellen trat allgemein nach 
10 min Bestrahlung (Blaulicht und Sonnenlicht) ein, nach drei Minuten 
langer Bestrahlung erfolgten Wachstumsverzogerungen. Lebende und 
tote Zellen lieBen sich mit Hilfe der Acridinorange-Fluorochromierung 
bei starkem Farbstoffiiberschu8 einwandfrei differenzieren. Beeinflussung 
der Anfarbung chemischer oder nahrbodentechnischer Art konnte nicht 
beobachtet werden. Tote Zellen zeigen plasmatische Rot-Fluorescenz, 
lebende dagegen plasmatisch griine, die durch eine stark entwickelte rot 

_fluorescierende Schleimhiille etwas iiberdeckt werden, dann aber dennoch 
stets erkennbar bleibt. 


8. Ein so weitgehender Formenwandel von Azotobacter chroococcum wie 
bisher beschrieben besteht nicht. Es lassen sich zwei Hauptformen unter- 
scheiden: In jungen Kulturen langlich-ovale Zellen mit durchschnittlich 
vier Nucleoiden, in alteren schwarzbraunen Kolonien kugelige Zellen 
mit ausgepragter peripherer Melaninschicht und zwei Nucleoiden. Bei 
der Keimung der alten Zellen auf frischem Nahrsubstrat konnte Spren- 
gung der Membran und Ausschliipfen der Keimzelle in vivo beobachtet 
werden. Symplasmabildung im Sinne Lounis konnte nicht bestatigt 
werden; dhnliche Erscheinungen erwiesen sich mit Hilfe der Acridin- 
orange-Vitalfluorochromierung als Zellanhaéufungen, die den Zusammen- 
halt und ihre scheinbar homogene Beschaffenheit einer ungemein starken 
Schleimbildung verdanken. 
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(Aus dem Institut fiir Bakteriologie und Serologie der Biologischen Bundesanstalt 
fiir Land- und Forstwirtschaft, Braunschweig-Gliesmarode.) 


Uber die Wirkung von Agar und Polyvinylalkohol 
auf das Wachstum von Aspergillus niger. 


Von 
C. WETTER. 


Mit 5 Textabbildungen. 


(Eingegangen am 13. Februar 1954.) 


Kultiviert man Aspergillus niger in einer synthetischen oder einer 
natirlichen Nahrlésung, so stellt man nach dem Beimpfen (Conidien 
mittels einer Platindse) fest, daB sich der Pilz nicht in einer geschlossenen 
Myceldecke auf der Oberfliche, sondern inselartig (Abb. 1) oder 
auch ringformig (Abb. 4 IT) am GefaBrande entwickelt. PutKxr (1933) 
beobachtete, da ein Zusatz von 
0,1% Agar zur Nihrlosung ein we- 
sentlich besseres Wachstum zur Folge 
hatte, und daB sich hierdurch in einer 
bestimmten Zeit eine Steigerung des 
Ertragsgewichtes um mehr als 100°% 
erzielen lie8. Da nach RipPet (1936) 
eine Nahr- oder Wuchsstoffwirkung 
des Agars nicht ftir die Wachstums- 
forderung verantwortlich ist, fragt 
es sich, welcher physikalisch-che- 
mischen EKigenschaft des zugesetzten 
Kolloids die Férderung zu verdanken 
ist. Da Agar ein lyophiles Linear- Abb. 1. Wachstum von Aspergillus niger in 
kolloid ist, das beim Auflésen viscose _ saurer synthetischer Nahrlésung nach 64 Std 
Hydrosole bildet, liegt es nahe, an beets 
eine Erniedrigung der Oberflichenspannung oder eine Erhohung der 
Viscositéit durch den Kolloidzusatz zu denken. Diese beiden Groen 
sollen daher zunachst betrachtet werden. 

Ferner ist die Bedeutung des Verteilungszustandes der Aspergillus 
niger-Conidien fiir das Wachstum des Mycels zu erértern. Damit ist auch 
die Grundlage zum Verstindnis der Wirkung des Polyvinylalkohols auf 
das Wachstum gegeben. Polyvinylalkohol, ein synthetisches makromole- 
kulares Produkt, war gewahlt worden, — und dies war ein weiteres Ziel 


" 1-Vel. Ripper (1936), S. 215 und 216, Abb. 1. 
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der vorliegenden Arbeit — um den stets mit Nahrstoffen verunreinigten 
handelsiiblichen Agar als wachstumsbeschleunigendes Mittel zu ersetzen. 


AbschlieBend wird noch einmal quantitativ vergleichend die Wirkung 
der kolloiden Zusitze betrachtet werden. 


Die Bedeutung der Oberflachenspannung. 


VIRTANEN (1936, S.489) bemerkt zu dem oben angefiihrten Versuch von 
PuLKKt: ,,Zum Nachweis dafiir, daB die Viscositat der Nahrlésung nach dem oben 
erwihnten kleinen Agarzusatz nicht nennenswert verandert wird, diene der folgende, 
bei 30° C ausgefiihrte stalagmometrische Versuch: 


Nahrlésung ohne Agar 51 Tropfen 
Nahrlésung mit Agar 48 Tropfen.* 


Nun kann man aber mit einem Stalagmometer nur die Oberflachenspannung einer 
Flissigkeit messen und nicht die Viscositat, so daB in dem zitierten Satz von 
VIRTANEN Viscositét durch Oberflachenspannung ersetzt werden muB. Wie noch 
gezeigt wird, andert sich bei Agarzusatz die Viscositat der Nahrlésung erheblich. 


Ripret, der ohne Kenntnis der Arbeit von PuLKK1 die Bildung einer geschlosse- 
nen Myceldecke sowie eine Beschleunigung des Wachstums von Aspergillus niger 
durch einen 0,1%igen Agarzusatz feststellte, sagt dariiber (S. 216): ,,Diese Beob- 
achtung an Aspergillus in Bierwiirze zeigt die Bedeutung der Oberflachenspannung 
der Lésung!.* Die Viscositiat soll fiir den Pilz keine so groBe Rolle spielen (8. 225), 
,da dieser Pilz sich vermége seines Luftmycels leicht auf der Oberflaiche halten 
kann, sobald die Keimschlauche diese erreicht haben‘. Sie wird allerdings von 
Rrepet zur Erklarung der Agarwirkung auf Azotobacter mit herangezogen. Die Ver- 
mutung Rippers, daB die Oberflachenspannung der Nahrlésung durch den Agar- 
zusatz erniedrigt wtirde und dadurch die giinstige Wirkung erklairt werden kénnte, 
trifft aber nach dem stalagmometrischen Versuch von PULKKI nicht zu. 


Die Wirkung des Agarzusatzes auf die Oberflichenspannung (c) einer 
Nahrlosung wurde noch einmal nachgepriift, wobei mit dem Tensiometer 
bei 20° C folgende Werte gemessen wurden: 


Bierwiirze o Wasser 
obnesA gana metk.as) Sees Fe 40,6 dyn/em o = 72,7 dyn/cm 
THit 0, LOtA Gare yee mere ae el 43,3 dyn/em | 


Also ist die Oberflichenspannung mit Agar noch etwas héher als ohne 
Agar und dessen Wirkung nicht durch Erniedrigung der Oberflichen- 
spannung erklirbar. 

In der Folge wurde stets mit einer synthetischen Nahrlésung gearbei- 
tet, weil darin keine kolloiden Substanzen enthalten sind, die das 
Wachstum des Pilzes beeinflussen kénnten. DaB auch in synthetischer 


' Ruae (1951, 8. 120) hat bei der Besprechung des Agarversuches diese Ansicht 
tibernommen. 
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Nahrlésung! die — wie in Bierwiirze — stark erniedrigte Oberflichen- 
spannung sich durch Agarzusatz nicht wesentlich indert, zeigen folgende 
Werte: 


Synthetische Nahrlosung ohne Agar . . 2... 45,5 dyn/cm 
Synthetische Nahrlésung mit 0,1% Agar... ....... . 44,0 dyn/cm 


Nun wurden Versuche angestellt mit dem Ziel, eine geschlossene Mycel- 
decke und eine Wachstumsférderung dadurch zu erreichen, daB die Ober- 
flachenspannung der Nihrlésung durch ein Netzmittel (Alkylsulfonat 
1: 10000) gesenkt wurde. Obwohl die Conidien in dieser Nahrlésung 
benetzt wurden und untersanken, lieB sich keine Wachstumsbeschleuni- 
gung feststellen. 


Die Rolle der Viscositit. 


Nachdem erwiesen war, dafs die Oberflichenspannung bei der Agar- 
wirkung bedeutungslos ist, blieb noch die Viscositat zu untersuchen. Zu 
diesem Zweck wurden der synthetischen Nahrlésung 0,05; 0,1 und 0,5% 
Agar zugesetzt und die Viscositét mit einem Hd6ppler-Viscosimeter 
bestimmt. Wie aus Tab. 1 hervorgeht, ist die Viscositat bei einer Konzen- 
tration von 0,05°% Agar bereits geringfiigig, bei 0,1°% aber sehr stark 
gegentiber der Kontrolle erhéht. 


Tabelle 1. Hrhéhung der Viscositit durch Agar-Zusatz. 


Synthetische Viscositat + 

Niahrlésung in Centipoise Mycel-Wachstum 
ohne Agar 1,216 Inseln 

0,05% Agar 1,416 Decke 

0,10% Agar 17,510 Decke 

0,50% Agar Gel Decke 


Aus diesem Versuchsergebnis kann geschlossen werden, daB die Vis- 
cositatserhohung, also die gréBere Zahigkeit der Nahrlésung mit 0,1% 
Agar, fiir die fordernde Wirkung verantwortlich ist. 


1 Aspergillus niger (MuLDER-Stamm) wurde in 300 ml Erlenmeyer-Kolben aus 
Jenaer Glas bei 30° C in folgender Nahrlésung kultiviert: 


Makronahrstofte Mikronahrstofte 
CUCOSe Meet ee Sh oc. oe 0,0 2 ESOn° TE Or on of Boo we ot CADIS 
KNOZ 7s . Ee eee cee (Os) C DSO? TLO so a 6 66 eo ZXbunye 
NaH PO, 12 H, 0 Hones cone. 0,69 CHO S BIO 5 oo coo. o WAOmaiyss 
MeSOne 7 HELO... 7 ee 9 LAOS Na, MoO, 2: HO0 a = 0,5 mg 
Aqua dest. anicetalltes zu 1000,0 ml MnO ns HO Seer eat. ge 0,o me 


Zur Bestimmung des Trockengewichtes wurden die Mycelien bei 100° C im 
Trockenschrank 24 Std lang getrocknet. Bei den Angaben der Trockengewichte 
handelt es sich stets um Mittelwerte aus 2 Bestimmungen. 

Herrn Dr. E. G. Mutpsr, Groningen, danke ich fiir die freundliche Uberlassung 


seines Pilzstammes. 
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Die Bedeutung der Conidienverteilung. 

Zum Verstindnis der Wirkung des Agars durch Viscositatserhdhung 
der Nahrlésung ist es notwendig, zunachst das Verhalten von Aspergillus- 
Conidien auf einer Nahrlésung ohne Kolloidzusatz zu betrachten. Wird 
eine bestimmte Conidienmenge auf eine derartige Lésung in einer Petri- 
schale oder einem Kolben mittels Platinése iibertragen und durch Hin- 
und Herbewegen gut verteilt, so bleibt der anfiinglich feine Verteilungs- 
zustand nur kurze Zeit bestehen. Die Conidien lagern sich zu gréBeren 


I II 


Abb. 2. Verteilung von Lycopodiwm-Sporen auf Wasser (J) und auf 0,1°% igem Agarsol (/J). Die 
Sporen wurden zunichst durch Hin- und Herbewegen der Fliissigkeit gleichmafRig verteilt. Die 
Abbildung zeigt den Zustand, nachdem die Schalen einige Zeit gestanden haben und die Fliissigkeit 
zur Ruhe gekommen ist. 
Aggregaten zusammen, die in unregelmaBigen Abstiinden auf der Fliissig- 
keitsoberflaiche schwimmen. Sie koagulieren sozusagen. Auf die gleiche 
Erscheinung weist auch Ripper (1936, 8. 215) hin. AuBerdem bewegen 
sie sich zur Mitte des GefaBes, wobei sie einen gleichmaBigen Abstand 
von der Gefaifwand innehalten. Abb. 2 I zeigt diese Verhiltnisse in einem 
Modellversuch mit allerdings wesentlich gréBeren Lycopodium-Sporen 
(35 wu), die sich aber sehr ahnlich wie Aspergillus-Conidien (2—4 1) ver- 
halten. Die Folge einer derartigen Verteilung ist ein disjunktes Wachstum 
des Pilzes in inselartig tiber die Oberfliiche verteilten Mycelkomplexen, 
wobei allerdings die anfangs freie Randzone auch bewachsen werden kann 
(Abb. 1). 

Betrachtet man dagegen das Verhalten der Conidien oder der Lycopo- 
dium-Sporen auf einer Nahrl6sung mit 0,1°%igem Agarzusatz, so stellt 
man fest, daB sie nach gleichmaBiger Verteilung infolge der gréReren 
Zihigkeit der Oberfliche an Ort und Stelle liegenbleiben, wie dies Abb. 2 
II zeigt. Kine nicht ganz so stabile, aber auch noch gleichmiRige Ver- 
teilung laBt sich bei 0,05°,igem, nicht dagegen bei 0,01% igem Agarzu- 
satz erreichen. Moglicherweise ist die Viscositat an der Oberfliche der 
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Nahrlésung noch gréBer als die bei diesen Versuchen gemessene innere 
Viscositat ; denn bei einer Anreicherung der Molekiile des Kolloids in der 
Oberflichenschicht kann eine Erhéhung der Oberflachenviscositat ein- 
treten (vgl. Heréix 1934, S. 97). 

Die Folge der gleichmaigen Conidienverteilung auf einer durch Agar 
in ihrer Viscositat erhohten Niahrlésung ist ein gleichzeitiges Auskeimen 
der auf der ganzen Oberflache isoliert daliegenden Conidien. Diese haben 
eine viel gr6Bere Flache zur Aufnahme der Nihrstoffe aus der Losung zur 
Verfiigung, als es beim Wachstum der Mycelinseln auf einer Nahrlésung 
ohne Agar der Fall ist, wo die aus dem Conidienkomplex heraustretenden 
Hyphen gegenseitig in starkere Nahrungskonkurrenz treten. Als Folge 
der gleichmaBigen Conidienverteilung resultiert dann im Laufe der Ent- 
wicklung das Wachstum in einer geschlossenen Myceldecke (so wie dies 
Abb. 3 fiir eine andere Impfmethode zeigt). Dabei ist eine starke Be- 
schleunigung des Mycelwachstums gegeniiber der Kontrolle ohne Agar 
festzustellen, wie dies bereits RrpPEL (1936) beobachtet hatte. In erster 
Linie handelt es sich um eine Wachstumsbeschleunigung, denn in 
einer Nahrlosung ohne Agar wird das maximale Ertragsgewicht lediglich 
spater erreicht. Die absolute Forderung des Ertragsgewichtes durch 
Agarzusatz bleibt meist gering. Abb. 5 zeigt dieseVerhaltnisse quantitativ. 

Agarzusatz bewirkt also eine gleichmaBigere und feinere Verteilung 
der Conidien auf der Fliissigkeit, wodurch eine Entwicklungsbeschleu- 
nigung der Myceldecke insgesamt bedingt ist und weniger eine Forderung 
des Wachstums der Hyphen, auf die noch zuriickzukommen sein wird. 
Um diese SchluBfolgerung zu unterbauen, wurde eine gleichmaBige Ver- 
teilung der Conidien auf einer Nahrlésung auf einem anderen Wege vor- 
genommen. Die Conidien wurden mit Talkumpulver gut vermischt und 
auf die Oberflache der Nahrlésung gestéubt, so daB eine geschlossene 
Decke von Talkumpulver entstand. Auferdem wurde eine Nahrlésung 
untersucht, beider die Viscositat durch einen 0,1°% igen Zusatz von Gummi 
arabicum erhoht worden war. 

Tab. 2, Nr. 1—4, gibt die Ergebnisse dieses Versuches wieder: 


Tabelle 2. Wirkung der Sporenverteilung. 
EE 


ues 0 olan a ae ro 
1 | ohne Zusatz ... 184 0,0. Inseln | 20 
BU 0,10, Agari) ars (| 468 |  154,3 | Decke | 100 
3 | 0,1% Gummi arab. 466 | 153,3 Decke 100 
Hea) seh ce) «Bis 652 254,3 Decke 100 
Fare, PVAL) > 3 404. | 1196 Decke 100 
6 | PVA-behandelte | 

Conidien ... . 467 153,8 Decke 100 


266 C. WETTER: 


Es zeigt sich, daB Agar- und Gummi arabicum-Zusatz eine fast gleiche 
Wachstumsforderung zur Folge haben, daB die Féorderung durch die 
Conidienverteilung mittels Talkum jedoch wesentlich gréBer ist. Obwohl 
Talkum auBer Magnesium noch Mikronihrstoffe enthalt, diirfte die 
Nahrstoffwirkung allein jedoch kein so hohes Ertragsgewicht bedingt 
haben, so daB die Férderung auch hier in erster Linie durch die Conidien- 
verteilung verursacht ist. 

Wenn ein optimales Wachstum von Aspergillus niger gewahrleistet 
werden soll, empfiehlt sich also ein 0,1°% iger Agarzusatz. Da nun handels- 
iiblicher Agar stets Mikronahrstoffe und Wirkstoffe (z. B. Biotin) enthalt, 
von denen er schwer zu befreien ist, kommt er fiir viele Zwecke, z. B. fiir 
Spurenelementuntersuchungen, nicht in Betracht. Auf der Suche nach 
einem reinen, synthetischen Kolloid stieB ich auf den wasserléslichen 
Polyvinylalkohol (PVA)!. Er ruft, in Konzentrationen von 0,01—0,1% — 
der Nahrlésung zugesetzt, die gleiche Wirkung wie Agar hervor. Aller- 
dings ist das erzielte Ertragsgewicht etwas geringer (vgl. Tab. 2, Nr. 5). 
PVA ist weitgehend frei von Mikronihrstoffen und frei von Wirkstoffen. 
Er wird von Aspergillus nicht als Kohlenstoffquelle verwertet. In Konzen-— 
trationen tiber 1% hemmt er das Mycelwachstum. . 

Nun erhob sich die Frage, ob seine Wirkung, wie die von Agar, auf 
einer ViscositaétserhGhung der Niahrlésung beruht. Die Messung der 
Viscositat ergab die in Tab. 3 niedergelegten Werte. 


Tabelle 3. Wirkung von Polyvinylalkohol auf Viscositat und Oberfldchenspannung. 


kfpsoaee Viscositiit | Oberflichenspannung ’ 

PVA in % in Centipoise in dyn/em Mycel-Wachstum 
0,00 1,216 | 45,5 Inseln 
0,01 1,219 50,5 Decke 
0,05 1,218 45,0 | Decke 
0,10 1,290 ) 48,0 | Decke 


Fiir die wachstumsfordernde Wirkung von PVA kommt also weder die 
Erhéhung der Viscositat noch die Erniedrigung der Oberfliichenspannung 
in Betracht. Daf die Wirkung von PVA jedoch auf der gleichmafigen — 
Conidienverteilung beruht, konnte am Modellversuch mit Lycopodiwm- 
Sporen festgestellt werden. Dabei zeigte sich das gleiche Bild wie bei 
Agarzusatz (vgl. Abb. 2 IT). 

Demnach mu ein anderer, mit der kolloiden Natur von PVA zu- 
sammenhangender Faktor bei der Conidienverteilung wirksam sein. Um 
diesen zu ermitteln, wurde eine Suspension von Conidien in einer 0,1% igen 
Lésting von PVA in Wasser hergestellt und die Nihrlésung mit 2 Tropfen, 


Balyaiaviaikohol wurde freundlicherweise als Priaparat ,,Polyviol W 28/02‘ 
von der Firma A. Wacker, Miinchen, zur Verfiigung gestellt. 
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entsprechend ungefihr einer Platindse Conidien, der dunkelbraunen 
Flissigkeit geimpft. Das Ertragsgewicht betrug nach 64 Std 700 mg 
gegentiber 250 mg bei Impfung mittels Platindse (Abb. 3, vgl. Tab. 2, 
Nr. 6). Conidien-Suspensionen in Wasser und in 0,1%igem Agarsol 
forderten das Wachstum nur unwesentlich. Offenbar verindert sich bei 
Herstellung der Suspension in der PVA-Lésung die Conidienoberflache 
derart, daB eine besonders feine und gleichmafige, auch mikroskopisch 
nachweisbare Verteilung der Conidien in der Fliissigkeit eintritt. Weitere 
Versuche zeigten, da tatsiachlich 
die Conidienoberflaiche durch PVA 
verandert wird. 

Bei dem schwarzbraunen Pig- 
ment, mit dem die Membranen 
von Aspergillus niger inkrustiert 
sind, handelt es sich nach RrerEn 
(1927) um eine nicht einheitliche 
Substanz, die Merkmale natiir- 
licher Huminsaiuren  aufweist. 
Nachdem in neuerer Zeit die in den 
Autolysaten von Aspergillus niger 
auftretenden Pigmente als echte 
Humusstoffe identifiziert werden 
Konnten (KYsren 1950, 1952), ist Ab». Mestutum, von, dolla nig 
es durchaus moglich, daB auch der bei 30° C. Die Impfung erfolgte mit 2 Tropfen 
Conidienfarbstoff derselben Stoff-  °"" a SH RCS aa pee oe 
gruppe angehort, wenngleich die 
endgiiltige physikalisch-chemische Identifizierung noch offen steht. 

Der Farbstoff, auch Aspergillin genannt, wurde mit 1% iger Natron- 
lauge extrahiert und von den Conidien abfiltriert. Kr zeigt wie die Humin- 
siuren eine reversible Dispersitat, da er in alkalischem Medium loslich 
ist, wahrend er in saurem koaguliert. Setzt man dem gelésten Farbstoff 


Tabelle 4. 
Nr. Conidienfarbstoff | Kolloidzusatz | Extinktion! 
1 alkaligelost PVA 0,001% 1,02 
2 alkaligelost PVA 0,01% 1,04 
3 alkaligelost — 0,04 
4 alkaligelost Agar 0,1% 0,01 


1 Photometer Eppendorf, Filter: Hg 546. 


PVA zu, so tritt die Koagulation nach Ans&uern mit Salzsaure nicht auf. 
In Tab. 4 sind als MaB fiir die Peptisation die Extinktionswerte der nach 


dem Ansiuern auf px | filtrierten Lésungen wiedergegeben. Bei Nr. 1 und 
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2 (mit PVA-Zusatz) lief der Farbstoff durch das Filter, wahrend bei Nr. 3 
(geléstes Aspergillin ohne PVA) und bei Nr. 4 (Agarzusatz) der durch 
Ansiuern entstandene Niederschlag zuriickgehalten wurde, so daB hier 
die Extinktion die geringsten Werte aufweist. PVA besitzt also im Gegen- 
satz zum Agar die Eigenschaft eines Schutzkolloids fiir den Aspergillus- 
Farbstoff. 

Nach StaupINGER (1950) handelt es sich beim PVA um eine linearmakromole- 
kulare hydroxylhaltige Verbindung, die als Molekiilkolloid in Wasser loslich ist und 
keine elektrischen Ladungen tragt. Die Stabilisierung des peptisierten Aspergillus- 
Farbstoffes in sautem Medium durch PVA wird demnach wahrscheinlich nur tiber 
eine Hydratation erfolgen. 

Da der in den Conidienmembranen vorliegende Farbstoff durch PVA 
im schwach sauren Bereich peptisiert und dadurch extrahiert werden 
kann, zeigt ein Versuch, bei dem gleiche Mengen von Conidien mit PVA- 
Loésung, mit Wasser und mit Agarsol behandelt wurden (Tab. 5): 


Tabelle 5. 

Conidien-Extraktion mit: PH Extinktion 
QI EIN Go i} 6 1,75 
O19 VAS : 1 0,025 
Wasser os ae en 6 | 0,065 
0/19, Agar: “ayia oe. | 6 | 0,08 


Nachdem dargelegt wurde, dab PVA die Eigenschaften eines Schutz- 
kolloids fiir den extrahierten Farbstoff der Conidien von Aspergillus niger 
im sauren Bereich besitzt, und da’ weiterhin der in den Membranen der 
Conidien vorliegende Farbstoff (und damit die Conidien selbst) durch eine 
PVA-Lésung peptisiert werden kann, soll das Problem der Conidienver- 
teilung auf einer Nahrldsung naher behandelt werden. Wenn sich die 
Conidien auf der Oberfliche einer sauren Nahrlésung mit PVA-Zusatz 
in feinverteilter Form vorfinden, wird man sich vorzustellen haben, daB 
der in der Grenzschicht Nihrlésung-Luft befindliche PVA mit dem 
Conidienfarbstoff an der Grenzfliiche Nahrlésung-Conidien reagiert. Aller- 
dings werden die Conidien auf der Fliissigkeitsoberfliche nicht vollstandig 
peptisiert, wie es in der Conidiensuspension der Fall ist, denn das kame 
einer Benetzung gleich, wodurch die Conidien untersinken miiBten. Die 
Conidien schwimmen vielmehr auf der Fliissigkeitsoberflaiche. Es mu 
sich demnach um eine Reaktion an jener Stelle der Conidien handeln, an 
der diese der Fliissigkeit aufliegen. 

Um dies verstindlich zu machen, soll die Oberflichenstruktur einer Lésung von 
PVA in Wasser betrachtet werden, wie sie sich aus dem Gress-THompsonschen 
Theorem ergibt. Auf Grund der Tatsache, da PVA die Oberflachenspannung von 
Wasser (gemessen = 72,7 dyn/cm) herabsetzt (0,1% PVA = 53,7 dyn/cm, 0,01% 
PVA = 63,8 dyn/em, 0,0019% PVA = 67,9 dyn/cm), darf man annehmen, da8 er 
trotz seiner zahlreichen OH-Gruppen in der Oberflachenschicht enthalten und in 
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geringem Mafe angereichert wird; und zwar in der Weise, daB hydrophobe Molekiil- 
gruppen der Luft, hydrophile dagegen dem Wasser zugekehrt sind. Hydrophobe 
Gruppen finden sich beim PVA in Gestalt der Restacetylgruppen (CH,—CO—), 
von denen — neben dem Polymerisationsgrad — die Oberflachenspannung einer 
PVA-Lésung abhangt1. Die der Luft zugekehrten CH,-Gruppen besitzen gegeniiber 
dem im sauren Bereich ebenfalls hydrophoben Aspergillus-Farbstoff eine geringe 
Grenzflachenspannung, auf deren Bedeutung fiir die gleichmaBige Verteilung der 
Conidien noch eingegangen wird. Inwieweit sich die Verhaltnisse einer reinen PVA- 
Lésung auf eine Nahrlésung mit PVA-Zusatz iibertragen lassen, kann nicht ent- 
schieden werden. Da sich aber die Aspergillus niger-Conidien und die Lycopodium- 
Sporen auf beiden Medien gleich verhalten, kann angenommen werden, da8 in 
beiden Fallen das gleiche Prinzip wirksam ist. Eine wirkliche Klarung dieser Frage 
muB8 jedoch einer physikochemischen Untersuchung vorbehalten bleiben. 


__ Bei der Impfmethode mit einer Conidien-Suspension in einer 0,1°% igen 

PVA-Lésung werden die Conidien in die Nahrlésung gebracht. Sie 
schwimmen dann nicht auf der Oberfliche. In diesem Fall diirfte es sich 
um eine Adsorption von PVA durch die Conidienoberflache handeln, 
wobei PVA dank seiner zahlreichen Hydroxylgruppen die Conidien mit 
einer Solvathiille umgibt. Der PVA peptisiert also sozusagen die in 
grober Suspension vorliegenden Conidien ebenso wie die Farbstoffe?. Die 
auf solche Art in der Nahrlésung frei umherschwimmenden und gleich- 
maBig verteilten Conidien, die dank der Solvathtlle nicht koagulieren, 
vermo6gen dann nach Bildung eines Keimschlauches an die Oberflache 
aufzusteigen (RIPPEL, 1936, S. 225) und eine geschlossene Myceldecke zu 
bilden. 

Die Wachstumsbeschleunigung der Myceldecke laBt sich auch auf 
anderem Wege erzielen. Wie ausgefiihrt, ist der Aspergillus-Farbstoff im 
alkalischen Bereich léslich. Demnach miiBte sich in einer alkalischen 
Nahrlésung infolge der Peptisation der Conidien eine gleichmaBige Co- 
nidienverteilung und ein entsprechendes Wachstum erreichen lassen. Um 
dies zu beweisen, wurden Conidien auf alkalische (pq 9) und saure (px 3) 
Bierwiirze geimpft. ErwartungsgemaB bildete der Pilz in alkalischer 
Nahrlésung nach 67 Std eine geschlossene Myceldecke (Trockengewicht 
871 mg, Bedeckung 100%), wihrend er in der sauren Nahrlosung nur 
am Rande (Trockengewicht 226 mg, Bedeckung 10%) wuchs (Abb. 4). 
In synthetischer Nahrlésung Jie8 sich der Versuch nicht durchfihren, da 
hier im Gegensatz zur Bierwiirze bei alkalischer Reaktion stets Nahr- 
salze ausfallen und der Pilz infolgedessen nur schlecht wachst. Diese 
Wirkung alkalischer Bierwiirze auf die Conidienverteilung labt sich nicht 
zeigen, wenn die Viscositaét der Bierwiirze so grof ist, da® der Pilz auch 


1 Nach einer brieflichen Mitteilung von Herrn Dr. W. Starck, Farbwerke 
Hoechst. 

2 Von einer ,,Peptisation’ der Conidien zu sprechen scheint mir statthaft, da 
dieser Begriff z. B. auch fiir den Kautschuklatex gebrauchlich ist, der ebenfalls eine 


grobe Dispersion darstellt. 
18* 
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im sauren Medium in geschlossener Decke wachst. Dies ist jedoch haufig 
bei relativ frischer, unverdiinnter Bierwiirze der Fall. Um die Viscositat 
zu erniedrigen empfiehlt es sich, die Bierwiirze lingere Zeit im Dampf- 
topf zu erhitzen, bis die viscosititserhGhenden Stoffe ausgefallen sind, 
Die Ursache des ringformigen Wachstums in Bierwiirze wurde nicht 
niher untersucht, da sie eine sekundiare Erscheinung ist, die nicht auf 
der anfainglichen Sporenverteilung beruht. 


Nach den Ausfiihrungen iiber die Adsorption des PVA — sei es durch die Ober- 
flachenschicht der Nahrlésung oder durch die Conidienoberfliche — soll die ein- 
gangs untersuchte Frage nach 
der Wirkung der Oberflachen- 
spannung der Nahrlésung noch 
einmal betrachtet werden. Es 
wird nun verstandlich, daB diese 
GroBe nicht von entscheidender 
Bedeutung sein kann, weil sie 
kein Mas fiir die hauptsach- 
lich interessierende Grenzflachen- 
spannung des Grenzflachenpaares 
Conidien-Nahrlésung abgibt. Die 
Conidien haben, wie die Benetz- 
barkeit zeigt, im sauren Medium 
eine groBe, im alkalischen Me- 
dium dagegen eine geringe Ober- 
flachenspannung. Man kann auch 
sagen, da auf saurer Lésung 


1 II eine hydrophobe, auf alkalischer 

Abb. 4. Wachstum von Aspergillus niger in alkalischer Lésung dagegen elme hydrophile 

(px 9, Z) und in saurer (px 3, TZ) Bierwiirze nach 45 Std Conidienoberflaiche vorliegt. In- 
bei 30° C. 


folgedessen ist in alkalischer 
Nahrldsung die Grenzflichen- 
spannung Conidien-Nahrlésung so stark erniedrigt, daB die Benetzung erfolgt, 
wahrend sich die Oberflachenspannung der Nahrlésung gegen Luft nicht unbedingt 
zu andern braucht. PVA, der an der Grenzfliche Nahrlésung-Luft nur schwach 
capillaraktiv ist, besitzt an der Grenzflache Nahrlésung-Conidien starke capillar- 
aktive Kigenschaften, was zur Benetzung der sonst im sauren Medium unbe- 
netzbaren Conidien fiihrt. Eine Benetzung der Conidien findet aber dadurch statt, 
daB die Grenzflaichenspannung fest-fliissig durch die Adsorption des PVA an der 
Conidienoberfliche erniedrigt wird. 


Die Wirkung des 0,1°% igen Agar- und PVA-Zusatzes bei Impfung mit 
der Platindse und mit einer Conidiensuspension in 0,1°% iger PV A-Lésung 
wurde vergleichend untersucht, um quantitativ die Beschleunigung des 
Wachstums zu erfassen (Abb. 5). Als Kontrolle diente eine normale, mit 
der Platinése beimpfte Nihrlésung. Aus dem Versuchsergebnis geht her- 
vor, dai das maximale Ertragsgewicht des Pilzes in der Agarnihrlésung 
bereits nach 3 Tagen erreicht ist. Nach 3—4 Tagen folgt die Maximal- 
ernte in der mit PVA-Conidiensuspension beimpften Nahrlésung sowie 
in der PVA-Nahrlésung. Das héchste Ertragsgewicht der Kontrolle, das 
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hinter demjenigen der erstgenannten Kulturen zuriickbleibt, stellt sich 
erst nach 5 Tagen ein. Dieser Versuch beweist nochmals die Bedeutung 
der auf verschiedene Art und Weise erreichten Conidienverteilung fiir 
das Mycelwachstum, namentlich fiir dessen Beschleunigung. 

DaB bei der 0,1%igen PVA-Niahrlésung eine gewisse Verzigerung 
gegentiber der mit PVA-Conidiensuspension beimpften eintritt, ist még- 
licherweise auf eine nicht so feine Conidienverteilung zuriickzufihren. 
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Abb. 5. Wachstum von Aspergillus niger je Zeiteinheit in Abhangigkeit von der Impfmethode. 
Nahrlésung + 0,1% Agar. Impfung mittels Platinése. ——-—- Nahrlésung ohne Zusatz. 
Die Impfung erfolgte durch 2 Tropfen einer Conidiensuspension in 0,1% iger PV A-Lésung. ----- 
Nahrlésung + 0,1% PVA. Impfung mittels Platindse. ——-— Kontrolle: Nahrldsung ohne Zusatz. 


Impfung mittels Platinése. 


Dagegen diirfte die bessere Wirkung des Agars auf einer zusatzlichen 
Nahrwirkung oder aber auf einer Wirkung der kolloiden Substanz auf 
das Wachstum der Hyphen beruhen. Diese zusatzlich fordernde Wirkung 
14Bt sich auch beobachten, wenn man eine Agarnahrlésung mit einer 
PVA-Conidiensuspension beimpft, wie folgender, nach 68 Std abge- 
brochener Versuch lehrt (Tab. 6): 


Tabelle 6. 
Trocken- 
Nahrlésung Impfmethode gewicht Hi et 
in mg 
ohne Zusatz Platindse 360 Tnseln 
ohne Zusatz PVA-Conidiensuspension 976 Decke 
0,1% Agar Platindse 1039 Decke 
0,1% Agar PVA-Conidiensuspension 1140 Decke 


Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, daB die Wirkung von kollo- 
iden Substanzen wie Agar und Polyvinylalkohol auf das Wachstum von 
Aspergillus niger auf verschiedenen physikalisch-chemischen Kigenschaf- 
ten, wie Viscositit und Schutzkolloidwirkung, beruht. Dies macht 
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verstindlich, daB die Forderung des Mycelwachstums auf verschiedene Art 
und Weise erreicht werden kann. Die Impfung mit einer PVA-Conidien- 
suspension wurde in Hunderten von Versuchen angewandt und hatte 
stets beschleunigtes Wachstum in einer geschlossenen Myceldecke zur 


Folge. 


Zusammenfassung. 


1. Die ‘Oberflichenspannung der Nahrlésung ist ohne entscheidenden 
Einflu8 auf das Wachstum von Aspergillus niger. 

2. Die wachstumsfordernde Wirkung eines 0,1% igen Agarzusatzes 
beruht hauptsichlich auf einer Viscosititserhéhung der Nahrlésung. 

3. Die ViscositaitserhGhung durch den Agarzusatz hat gegentiber einer 
Nahrlésung ohne Kolloidzusatz eine gleichmaBigere Verteilung der Co- 
nidien zur Folge. Diese bedingt eine Beschleunigung des Mycelwachs- 
tums infolge besserer Ernihrungsbedingungen der einzelnen Conidien. 

4. Auf einem Verteilungseffekt beruht auch die Wirkung von Poly- 
vinylalkohol, wobei allerdings die Viscositat keine Rolle spielt. 

5. Die Wirkung des Polyvinylalkohols ist in seiner Eigenschaft als 
Schutzkolloid fiir den Conidienfarbstoff zu suchen. 

6. Eine ahnliche Wachstumsbeschleunigung wie durch 0,1% igen 
Agarzusatz la8t sich durch Impfung mit einer Suspension von Conidien 
in einer 0,1° igen Polyvinylalkohol-Lésung erzielen, womit eine vorteil- 
hafte Impfmethode gegeben ist. 

7. Die verschiedenen Kolloidzusaitze und Impfmethoden werden ver- 
gleichend quantitativ hinsichtlich ihrer wachstumsbeschleunigenden Wir- 
kungen untersucht. 
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Experimentelle Untersuchungen tiber 
die Verbreitung des bakteriellen Pflanzenkrebses 
und das Auftreten von Sekundartumoren*. 


Von 
BARBARA TAMM. 


Mit 1 Textabbildung. 
(Hingegangen am 8. Mérz 1954.) 


Der durch Pseudomonas tumefaciens hervorgerufene ,,Bakterielle 
Pflanzenkrebs* (crown gall) tritt auf vielen Pflanzen auf. So werden Obst- 
und WalnuBbiume, Beerenstriiucher, Reben, Pappeln, Weiden, Zucker- 
riiben, Zierspargel und viele andere befallen (Stapp 1947). Es liegen jedoch 
bisher nur wenige experimentelle Untersuchungen iiber die Verbrei- 
tung des Pflanzenkrebses vor. Wir wissen auch nicht, warum die eine Art 
erkrankt, die andere gesund bleibt, und ob sich vielleicht ganze Gruppen 
gleichartig verhalten. Deshalb soll nachstehend durch Infektion még- 
lichst zahlreicher Arten aus vielen Familien ermittelt werden, auf 
welchen durch Pseudomonas tumefaciens Tumoren hervorgerufen werden 
konnen und auf welchen nicht, und ob sich dabei irgendwelche Regeln 
erkennen lassen. Weiter wird angestrebt festzustellen, ob Bakterien- 
vermehrung inden Impfstellen und Tumorbildung bzw. Bak- 
terienverminderung und Nichterkrankung parallel oder in- 
vers verlaufen. 

Die zur Krebserkrankung fiihrende Infektion kann nur auf dem Wege 
einer Verletzung erfolgen; andernfalls kommt es trotz Anwesenheit von 
Bakterien im pflanzlichen Gewebe nicht zur Tumorbildung (ScumipT 
1933). Zuweilen treten an den erkrankten Pflanzen ohne Neuinfektion 
in einiger Entfernung vom sogenannten ,,Primirtumor‘‘ weitere Wuche- 
rungen, sogenannte ,,Sekundartumoren‘,auf. Es ist die Frage, ob 
auch die Sekundartumoren sich nur nach Verletzungen bilden und ob, 
wenn das der Fall ist, bei einmal erkrankten Pflanzen jede erneute Ver- 
wundung einen Sekundirtumor verursacht. 


I. Material und Methodik. 


Alle Versuche wurden mit Pseudomonas tumefaciens, Stamm Chrysanthemum 
frutescens II b Srapp durchgefiihrt. Fiir die Untersuchungen tiber die Anfalligkeit 
der verschiedenen Arten (1. Versuchsgruppe) und tiber das Auftreten von Sekundar- 
tumoren (3. Versuchsgruppe) wurden 4—7 Tage alte Plattenkulturen verwendet 


* Auszug aus einer Dissertation der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen 
Fakultat der Universitat Gottingen. 
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(1% Pepton, 1% Glucose, 0,8% Probacit?, 1,5% Agar, neutralisiert mit NaOH; 
Kultur bei Zimmertemperatur). Zur Impfung wurde eine Prapariernadel, an der 
ein Trépfchen von dem Bakterienrasen haftete, bis in das Mark der Pflanzenstengel 
eingestochen: Nadelstichmethode. Fiir die quantitativen Impfungen der 2. Ver- 
suchsgruppe zur Beobachtung der Bakterienvermehrung in den Impfstellen war 
die Nadelstichmethode nicht genau genug. Um die bei den iiblichen Kultivierungs- 
methoden schleimigen, zusammenhangenden Kolonien von Pseudomonas tume- 
faciens gleichmaBig injizieren zu kénnen, wurde eine Schiittelkultur benutzt. 30 bis 
40 cm einer sterilen Nahrlésung (1% Pepton, 0,8% Probacit, neutralisiert mit 
NaOH) wurden in 300 cm%-Erlenmeyerkolben mit einer Platinése voll Bak- 
terien aus einer Plattenkultur beimpft, 24 Std bei 22° C im Thermostaten belassen 
und anschlieBend 24 Std bei 16°C mit einer Frequenz von 80/min geschaukelt. So 
entstand eine makroskopisch homogene Aufschwemmung, die den Anforderungen 
auf gleichmaBige Beimpfung geniigte, wie die statistische Auswertung zeigt (Tab. 1). 


Tabelle 1. Epilobium hirsutum (Versuch 11). 
Anzahl der Bakterien in den Einzelpflanzen und ihre Streuung um den Mittelwert. 


a) 2 Std nach der Infektion b) 5 Tage nach der Infektion 
Pflanze Anzahl Pflanze Anzahl 2 
Nr. x 10° A Nr. x 105 : 
0,8 —0,14 8 29 + 2 
2 1,0 +0,06 9 26 —1 
3 1,4 +0,46 10 26 —1 
4 1,2 +0,26 1l 25 — 2 
5 0,8 —0,14 12 44 +17 
6 0,5 —0,44 13 18 —9 
ti 0,8 —0,14 14 22 —5 
M = 0,94: 10°; o = + 0,29; M = 27 - 10°; o = +8,2; 
oy = +0,11 += 3,) om = +3,1 


Fir die Impfungen zu den quantitativen Versuchen wurde eine 2 cm’- 
Rekordspritze mit Nadel Nr. 12 bis zur Kaniilenspitze gefiillt und die Nadel etwas 
schrag nach unten etwa 3 mm tief in den Pflanzenstengel eingestochen. Dann wurde 
sie unter ganz leichtem Druck auf den Kolben wieder herausgezogen. Auf diese 
Weise wurde versucht, nur das Einstichloch zu fiillen, ohne die Injektionsfliissigkeit 
in das Gewebe zu pressen. Nach einiger Ubung gelang es so, die Pflanzen hin- 
reichend gleichmaBig zu beimpfen (Tab. 1). 


Die quantitative Erfassung der verimpften Bakterien, wie sie fiir die Frage- 
stellung der 2. Versuchsgruppe erforderlich war, war nur iiber einen Umweg méglich. 
Dazu wurden fiir jede Versuchsserie (je 7—8 Pflanzen) sofort nach der Beimpfung 
und fiinf Tage danach die Internodien mit den Impfstellen herausgeschnitten und in 
der Impfkammer mit einem Wattebausch, der mit wenig 96% igem Alkohol getrankt 
war, fest abgerieben. Die Impfstelle mit ihrer Umgebung — ein etwa 1 cm langes 
Stengelstiick — wurde mit einer Rasierklinge zu feinen Scheibchen in einem Mérser 
geschnitten und zerrieben?. Der Brei kam in ein Reagensglas mit 10 cm Leitungs- 
wasser, hiervon wurden 5 Verdiinnungsstufen 1: 10 hergestellt, mit Agar in Petrischa- 
lenplatten verarbeitet, 3 Tage bei 22° C bebriitet und dann aus der Zahl der ent- 


* Probacit I Paste der Firma Maggi-Gesellschaft m.b.H., Singen/Hohentwiel. 
* Alle Gerate, Nahrbéden usw. wurden natiirlich sorgfaltig sterilisiert. 
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wickelten Kolonien die Anzahl der in den Impfstellen enthaltenen Bakterien er- 
mittelt. Hieraus wurden Mittelwert und Streuung bei jeder Serie berechnet. 

Fir die Zuverlassigkeit der Impftechnik einschlieBlich der anschlieBenden 
‘Methode zum quantitativen Bakteriennachweis war ein sicheres Kriterium erforder- 
lich. Aus den 20 Versuchsserien mit den Ergebnissen der jeweils gleich im AnschluB 
an die Beimpfung durchgefiihrten Zahlungen wurden deshalb die Quotienten aus 
Mittelwerten und mittleren Fehlern der Mittelwerte gebildet und diese Zahlen in 
einer Messungsreihe ausgewertet. Da diese sich als statistisch einwandfrei erwies — 
*/, der scheinbaren Fehler liegen im Bereich der Dispersion — kénnen aus den mit 
dieser Methode erzielten Ergebnissen unbedenklich SchluBfolgerungen gezogen 
werden (Tab. 2). 


Tabelle 2. Quotienten aus Mittelwerten und mittleren Fehlern der Mittelwerte und 
die Streuung dieser Quotienten bei den einzelnen Versuchen. 


Versuch 

Nr. M 
1 6,1 + 1,5 2,25 11 8,5 + 3,9 15,2 
2 Za — 1,9 3,6 1 8,6 + 4,0 16,0 
3 4,7 + 0,1 0,01 13 5,0 + 0,4 0,16 
4 2,9 —1,7 2,9 14 5,9 + 1,3 137 
5 1,6 — 3,0 9,0 15 3,5 —1,1 12 
6 8,9 + 4,3 18,5 16 5,0 + 0,4 0,16 
Th 2,2 — 2,4 5,8 ily 2,9 —1,7 2,6 
8 4,6 | +0,0 0,0 18 Se 0,0 0,8 
9 SAM Vae Pe 1,44 19 50 | +0,4 0,16 

10 12,2 — —_ 20 2,0 — 2,6 6,8 


Summe /?: 88,28 
Me 4,6; Co => ant 2.28 C5 — 2 0,51. 


Die Versuchspflanzen fiir alle drei Versuchsgruppen standen — soweit nicht 
anders vermerkt — im Freien, teilweise im ,,System“ des Botanischen Gartens in 
Gottingen. Die Pflanzen (gleichgroBe, kraftige Exemplare) wurden im Mai/Juni 
geimpft, ehe die Bliitenbildung einsetzte. Bei Krautern erfolgte die Impfung je nach 
der Lange der Pflanzen in die oberen 1—5 Internodien des Stengelteiles, der unge- 
fahr zwischen 3 und 6 mm stark war (diinnere Stengel sind meist mechanisch zu emp- 
findlich und dickere schon zu stark verholzt). Bei Holzpflanzen wurden die jiingsten 
Triebe genommen. Auf Wetterverhiltnisse konnte keine Riicksicht genommen 
werden, nur bei Regen wurde nicht gearbeitet, um ein Abspiilen der Bakterien und 
damit eine Verseuchung des Bodens zu vermeiden. Die Sonnenblumen fiir die Ver- 
wundungsversuche wurden im Alter von 4 Wochen nach der Streckung des 2. Inter- 
nodiums in dessen oberes Drittel geimpft. 


Um Tumoren und Wundkallus sicher auseinanderhalten zu kénnen, wurden 
mikroskopische Praparate hergestellt. Die kleinen, haufig in charakteristischen 
,,Nestern‘‘ zusammenliegenden Krebszellen lassen sich meist gut von normalen 
Kalluszellen unterscheiden. Als wichtigstes Kriterium ist das Auftreten von ein- 
zelnen GefaBzellen anzusehen (Noun 1947, AppLeR 1951), die bei Wundkallus nie 
beobachtet werden konnten. Sie waren in den mit Phloroglucin-Salzsaure gefairbten 
Handschnitten gut zu erkennen. Diese histologischen Untersuchungen wurden im 
Winter an in Alkohol fixiertem Material vorgenommen. 
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II. Die Versuche. 
1. Anfiilligkeit verschiedener Dikotylen bei kiinstlichen Infektionen. 


In den Monaten Mai und Juni 1951—1953 wurden von 387 Arten aus 
68 Familien von Dikotylen mindestens je 2, meist je 3 oder mehr Pflanzen 
durch Nadelstich mit Pseudomonas tumefaciens infiziert und den Sommer 
iiber auf Tumorbildung beobachtet. Zur Kontrolle wurden von jeder Art 
noch zwei weitere Pflanzen auf gleiche Weise, aber mit einer sterilen 
Pripariernadel verletzt. Sie waren fiir die Gegeniiberstellung von Tumor 
und Wundkallus — der sehr reichlich gebildet werden konnte (z. B. bei 
Galega officinalis) — wichtig. Unklare Falle wurden mikroskopisch unter- 
sucht. An 149 Arten aus 39 Familien (38,5°%) konnten Tumoren hervor- 
gerufen werden (Tab. 3). 

Die Pflanzen der gleichen Art reagierten hinsichtlich der Tumorbildung 
durchaus nicht immer einheitlich (Tab. 4). Von 135 in zwei Vegetations- 
perioden untersuchten Arten bildeten 23 (17%) in einem Jahr einen 
Tumor, im anderen nicht, wahrend die tibrigen Arten sich in bei- 
den Jahren gleich verhielten. 23 Arten wurden in drei Vegetations- 
perioden gepriift. Hier fand sich sogar in 12 Fallen (52°) verschiedenes 
Verhalten. Ein zweites oder drittes Mal wurden allerdings in erster Linie 
nur die Arten in den Versuch genommen, die anders als die ttberwiegende 
Mehrzahl ihrer Verwandten reagierten; z. B. Nigella sativa, die als einzige 
von 19 Ranunculaceen erkrankte, oder Ageratum mexicanum, das zu den 
wenigen nichterkrankten Compositen gehért. Auffallend war, daB von 
den Dialypetalen 12°, (9 von 77) der in mehreren Vegetationsperioden 
untersuchten Arten im einen Jahr mit, im anderen ohne Tumor re- 
agierten, wahrend es bei den Sympetalen 33° (14von 43 Arten) waren 
(Tab. 4). In 4 von insgesamt 387 Fallen konnten innerhalb einer 
Vegetationsperiode trotz weitgehend gleicher auBerer Bedingungen — 
Standort, Wetter — an einigen infizierten Pflanzen Tumoren _be- 
obachtet werden, wihrend die gleichzeitig geimpften Nachbarpflanzen 
derselben, Art nicht erkrankt waren (Humulus lupulus, Epilobium 
hirsutum, Oenothera biennis, Lythrum salicaria). Diese Beobachtungen — 
miissen bei der nachfolgenden Beurteilung der Ergebnisse beriicksichtigt 
werden. 


In Tab. 5 sind die Ordnungen zusammengestellt, von denen 10 und 
mehr Arten untersucht wurden. Einige Ordnungen waren besonders 
krebsanfallig: Myrtales, Rhoeadales, Gruinales, Personatae, Rubiales und 
Synandrae mit einer Erkrankungsziffer von iiber 60%. Andere dagegen 
erwiesen sich als sehr resistent: Leguminosen und EHricales erkrankten gar 
nicht, Polycarpicae nur zu 5%, Centrospermae zu 11%. Bei den anderen, 
hier nicht aufgefithrten Ordnungen mit einer geringeren Anzahl unter- 
suchter Arten waren die Verhaltnisse ahnlich. 
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Tabelle 3. Auftreten von Tumoren an verschiedenen Arten nach I nfektion 
mit Pseudomonas tumefaciens, Stamm Chrysanthemum frutescens IIb Svaprr. 


+ Tumorbildung vorhanden, — ohne Tumorbildung, 
h die Wucherungen wurden histologisch untersucht. 


GréBe der Tumoren: 1 stecknadelkopfgro8, 2 hirsekorngroB, 3 weizenkorngroB 
4 erbsengroB, 5 bohnengroB, 6 kirschgro8, 7 pflaumengroB. 


? 


o o 

Gattung, Art 1951 | 1952 | 1953 = Gattung, Art 1951 | 1952 | 1953 E 
DIALYPETALAE Kalanchoé Blossfeld. 

Polycarpicae »Leuchtstern“ oben? 
Ranunculaceae Sempervivum tectorum — 
Paeonia Delavayi . .) —h| — », tect. var. assimile — 

As tenuifolia. .| — | — Saxtfragaceae 
Nigella sativa . + |+ |—h/34) Astilbe Davidii . — |= 
Cimicifuga racemosa . = » grandis — |} — 
Aquilegia chrysantha . — Heucheria hispida . = 
Delphinium Bulleyan.| — Ribes nigrum . Se hae 4 

» elatum . .| —h| — pesapend 
Aconitum paniculat. . = Fragaria moschata. bade 

Dy oe ellus . ae Rubus illecebrosus . — 
Clematis rele. i z= Cotoneaster Dielsiana. —_— 

» — integrifolia . = Chamomeles Maulei . —- 
Anemone japonica. .| — | — Spirea Veitschii . e525 aid 
EES ee ee ae Aruncus silvester —h| — 

a eae. rt on Potentilla rupestris = 
Thalictrum minus . a 4 propinqua . <st 

” glaucum . i s recta . . .| —h| — 

” angustifol. i; ks tormentilla . — 
Berberidaceae Geum canadense . —h| —h 
Podophyllum Emodi . ar Filipendula ulmaria . “= 
Berberis aggregata . as A heaapetala — 
Aristolochiaceae Fe kamtschat. a 
Aristolochia clematitis| —h| — Rosa setipoda . + 4 

Agrimonia odorata. .| —h| — 

Rosales és eupatoria .. —h 
Crassulaceae 4 fragifoliata a 
Sedum album . as Sanguisorba carnea .| —h} — 

>» spurvum . aia is dodecand.| + |+ | + |3 

»  vupestre . ma = canadens. aa 

Pee CICOOR «sberlin pe officinalis) —h 

» maximum. .|+ |+ | + |4) Acaena eupatoria . .| +h] + 1 

»,  telephium sedis Vi »  Novae-Zeland. 6 2 
Kalanchoé grandijl.? . + )/+ |5 ; 

= flamina . + |4| Leguminosae 

mh velotina . + |4| Papilionaceae 

., Faustii . + |+ |4] Acacia longifolia = 

fa quartiniana + |4] Cassia marylandica .|— |—h| —h 

carnea + | + |6| Sophora alopecuroides; —h| — 


39 


1 blumenkohlartig. 


2 Die Kalanchoépflanzen standen bei natiirlicher Tageslinge im Gewachshaus. 


Gattung, Art 


Thermops. caroliniana 
Ononis spinosa . 

»  vepens. . 
Anthyllis vulneraria . 
Trifolium pannonic. . 


"3 rubens 
> medium. . 
Medicago sativa. . .« 


Melilotus officinalis . 
Galega officinalis 
Astragalus alopecuro- 
ER eee Sac 
“3 CICEL . wa. 
Glycyrrhiza glabra. . 
Coronilla varia . 
Desmodium canadense 
Lathyrus silvester . . 


Myrtales 
Lythraceae 
Lythrum salicaria . . 
Onagraceae 
Oenothera missouriens. 
Ae biennis . . 
Ai fructicosa . 
Gaura longiflora. . . 
Godetia grandiflora. . 
Clarkia elegans . . 
»  pulchella 
Epilobium Dodonaet . 
“3 angustifol. 
+ hirsutum . 
Fuchsia gracilis. . . 
Thymelaeaceae 
Daphne alpina . . 


Rhoeadales 
Papaveraceae 
Eschscholtzia californ. 
Glaucium flavum 
Macleya microcarpa . 
Corydalis glauca. . . 
Capparidaceae 
Cleone violacea . . 
Polanisia graveolens . 


Cruciferae 

Lepidium draba. . . 

Iberis amara . = 
» sempervirens 


1951 
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Gattung, Art 


Sinapis alba . 
Brassica nigra 
Resedaceae 
Reseda luteola. . 


Parietales 
Cistaceae 
Cistus corsicus 
Violaceae 
Viola elatior 
Loasaceae 
Blumenbachia Hiero- 
nymt 
Loasa tricolor. . 
Guttiferales 
Guttiferae 
Hypericum perforat. . 
as Przewals- 
kyanum . 


ee ee 


Columnijferae 
Malvaceae 
Lavatera thuringiaca . 
Althaea armeniaca . 
cannabina . 

so ee OSE Laas 
Malva silvestris . . . 
Sida hermaphrodita 


Gruinales 
Geraniaceae 
Geranium pratense. . 
Erodium gruinum . . 
Manescarit . 


> 


” 


Pelargonium zonale . 


Linaceae 

Linum flavum 

Tropaeolaceae 

Tropaeolum majus . 
93 peregrin. 

Balsaminaceae 


Impatiens balsamina . 
Roylei . . 


Bd 


Zygophyllaceae 


Zygophyllum fabago . 


Terebinthales 
Rutaceae 


Ruta graveolens . . . 


1951 


++ 


+h 
+h 


1952 


++ 


++] ++ | | 


TEs: 


| 


4+ 


joes 


1953 


+ | 
OU 


GréBe 


He bo 


_ 


Verbreitung des bakter. Pflanzenkrebses u. Auftreten von Sekundartumoren. 279 


Tabelle 3. (Fortsetzung.) 


Gattung, Art 1951 | 1952 | 1953 Gattung, Art 1951 | 1952 | 1953 3 
Caen | i dS 
Aceraceae Urticaceae 
Acer mandschuricum . as Parvetaria officinalis.) —h| — 
Anacardiaceae | Laportea canadense .| —h| — 

_ Rhus toxicodendron .| —h| —h | RET COLE 6 4 all ==an| = 
pee COLINUS). 8 = 
Tricoccae 
eee roles | Euphorbiaceae 
eg eacrG y | Kuphorbia marginata.| + = || 3 
Llex aquifolium... = 3 a Re wee Ad 
Celastraceae ss aberica . . — 
Evonymus alata. . . — y palustris. — 
Rhamnales Mercurialis perennis .| — | — 
Rhamnaceae Ricinus minor... + 4 
Ceanothus americanus| — | — Pachysandraterminal., + | + 6 
eraecae | 36 procumb., —h| — 
Vitis anurensis . . .| —h| — Polygonales 
Umbelliflorae Polygonaceae 
Araliaceae | Rumex acetosa .. . == 
Hedera helix ees |e 4| Fagopyrum esculent. . —h 
Aralia cashemirica Seravere 3| Polygonum alpestre .| — | — 
racemosa . + | + 4 YS divaricat..| —h| — | 
>  cordata. se | sl 3 
3 Centrospermae 
Be eiierae Caryophyllaceae 
Coniwm maculatum .| —h Cn eerie Ny 9 
peer ele ain i & 3p DIL a S| 
a ES edged Soa RG Lychnis flos jovis . .| —h| — 
Re gee Re RATT. Ay | Melandrium album .| —h 
pe BONE 3 Tunica prolifera. . . = 
22 Se | Dianthus armeria . . “= 
3 ts eee antl cop a Heddewigii . = 
Orlaya grandiflora. .| + 3 Saponaria officinalis .| — 
Chaerophyll. aromat. .| — Viccantarulgars ee es 
bulbosum| — | — : 
Hadnikia golacensis .| — Cactaceae ; 
_ SSL eee ee Opuntia camanchica : a 
Sesili montanum . .| —h 8 weitere Opuntia- 
Athamanta vestina. .| — Arten .. ww. — 
Sium sisarum. | +h) + |+ |4| Chenopodiaceae 
Didiscus coeruleus . .| + 4} Chenopodium bonus 
Foeniculum vulgare at ae a Lenuricus. 0s: — 
Peucedanum ruthenic.| — Baa uigynae 2 2. — 
Daucus carota. — Salsola kala. . . . . — 
MONOCHLAMY DEAE N yctaginaceae 
Urticales | Mirabilis jalapa . tas —h| — | 
Cannabinaceae | | » longifolia . —h nn | 
Cannabis sativa. . .| +h) + | + |4] Phytolaccaceae | | | | 
Humulus lupulus . .;— | + | £hi3| Phytolacca dodecandra [+ 4 


Portulaccaceae 
Portulacca oleracea 
Claytonia perfoliata . 
SYMPETALAE 
Ericales 
Hricaceae 
Rhododendron dahuri- 
cum 

A hirsut.. 
Enkianthus tectus . 
Calluna vulgaris . 
Erica carnea 


Primulales 
Primulaceae 
Lysimachia punctata «| 
_ nummula- 
ne Sak 
FS barystach. 
“ vulgaris . 
$3 aliata . 
Plumbaginales 
Plumbaginaceae 
Statice alata 
Boe SCT OIC vay} 
Plumbago micrantha . 


Contortae 


Gentianaceae 
Gentiana tibetica. 


Grombczew- 
skit . a 
“a cruciata 


Erythraea centaurium 
A pocynaceae 
Amsonia angustifolia. 
Apocynum cannabin. . 
Aa androsae- 
mifolium . 
Vinca minor 
Asclepiadaceae 
Asclepias incarnata 


7 curassavica . 
ar tuberosa . 
Oleaceae 


Ligustrum spec. . 
Syringa Fauriet . 
Jasminum fructicans . 


Forsythia europaea 
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cores 


oO 


ou 


Buddleia Forresti . 


Tubiflorae 
Convolvulaceae 
Convolvulus cneorum .| 
¥ tricolor 
Boraginaceae 
Omphalodes linifolia . 
Cerinthe minor 
Eritrichium strictum . 
Cynoglossum german. 
Symphytum officinale 
Anchusa officinalis 

azurea . 
Lycopsis arvensis . 
Borago officinale 
Echium vulgare . 
Labiatae 
Rosmarinus officinalis' 
Teucrium botrys. 

as scorodonia . 

me chamaedris | 
Ajuga genevensis 
Monarda fistulosa . 
Scutellaria alpina . 
Salvia officinalis 

»,  glutinosa . 

»  Przewalskii. 

»  sclarea . 

»  verticillata . .| 
Galeopsis speciosa . 
Stachys silvaticus 

zs rectus . 

s  lanatus . 

»  Officinalis . 
Ballota nigra . 
Prunella vulgaris 
Marrubium vulgare 
Leonurus cardiaca . 
Lycopus europaeus . 
Physostegia virginica. 
Satureja calamintha «| 
Hyssopus officinalis . 
Nepetha macrantha 

» «nuda. 
Mentha piperita . 

» longifolia . 
Koellia virginiana . 
Origanum vulgare . 


heat Me fe Re dectes| che 


Ie + 
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Gattung, Art 


Verbenaceae 
Caryopsis incana 
Vitex agnus castus. 
Verbena canadensis 


Polemoniaceae 
Phlox Drummondii 
> paniculata 


Hydrophyllaceae 
Phacelia tanacetifolia. 


_ Personatae 
Solanaceae 
Anisodus luridus 
Atropa belladonna . 
Nicandra physaloides 

Solanum nigrum 


we tuberosum 
oe tabacum . 
53 lycopersicum 


Capsicum annuum. 
Physalis alkekengi. 
Nicotiana tabacum. 
“ rustica 
Salpiglossis sinnata 
Datura stramonium 
Petunia violacea. 


Scrophulariaceae 
Scrophularia nodosa . 
Verbascum thapsus . 
af nigrum. 

Maurandia scandens . 
Anthirrhinum majus . 
Gratiola officinalis . 
Linaria spurica . 

>» vulgaris. 
Diascia barbarae 
Celsia arcturus 


Digitalis purpurea . 
4; lutea. 
3 ambigua . 
Veronica Bishopiana. 
6 virginica . 
Ap longifolia. 
teucrium . 


Mimulus cardinalis 

Pentstemon barbatus . 
Bs digitalis . 
at hybr. 


[+ +++++4+4 


a 


=m 
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Gattung, Art 


Orobanchaceae 

Orobanche crenata . 
(auf Vitex agnus 
castus) 


Bignoniaceae 
Incarvillea Olgae. . 


Rubiales 
Rubiaceae 
Galium mollugo . 
»  silvaticum . 
>»  verum. 
Rubia tinctorum. 


Acanthaceae 
Acanthus longifolius . 


Valerianaceae 
Centranthus ruber . 
Valeriana officinalis . 


Dipsacaceae 
Knautia silvatica 
Cephalaria alpina . 
<i tartarica . 
Dipsacus lacinatus . 
nA prlosus 
Scabiosa atropurpurea 


Synandrae 
Campanulaceae 
Campanula sarmatica 
pyramid. 
glomerata 
as rotundifol. 
Platycedon grandifol. . 
Codenopsis clematidea 
Asynewma canescens . 
Adenophora stricta . 
diplodont. 
‘5 lilvifolia . 
Jasione perennis 


2? 


99 


29 


Lobeliaceae 
Lobelia syphilitica . 


Compositae 
EHupatorium purpur. . 
% cannabin. 
Veronia noveboracens. 
Aster amellus . 
» novae Angliae .| 


», novr Belgir 


1951 | 1952 


++++++ 44 


1933 


GréBe 


ras Lo 
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Tabelle 3. (Fortsetzung.) 
g 3 
Gattung, Art 1951 | 1952 | 1953 5 Gattung, Art 1951 | 1952 | 1953 5 
Solidago serotina . .|—h Artemisia dracuncul. | + 4 
= canadensis .| + 3] Echinops communitat. | + 4- 
Buphthalmum specios.| +- 4| Centaurea macroceph. | —h 
Inula helenium . . .| —h mK ruthenica .| — | 
»  salicina. . . .|—h Scorzonera hispanica .. —h 
» ensifola .. .| —h Crepis blattaroides . + 3 
Coreopsis auriculata .| —h Hieraciumumbellatum) + 4 
Heliopsis laevis . . .| + | | Chrysanth. inodorum «| +- | 
Rudbeckia laciniata .. + | 2 43 coronarium | + 5 
», » Meine Freude“| + |3| Helichrysum bracteat... + | 40 
Silphium trifoliatum «| + |5] Cosmos spec. . te ee 3 
Helianthus annuus. .| +h + | + 7] Zinnia elegans os [47 
‘ grosse- | ;  Haageana Reg.) + f 
serratus .| —h) 16.4) Gaillardia pulchella + 40 
Achillea ptarmica | 41] Tagetes patula z. | 5 
Re millefolium . + '5| Callistephus chinensis. + 5 
Helenium autumnale.| + | | 6] Helipterum roseum. . + 3 
Senecio umbrosus . .) + | | (4| Ageratum mexicanum —h — | +hl 4 
Artemisia Ludovician., —h Cirsium canum . . . —h / 


Bei den Familien kommt die gleichartige Reaktionsweise zum Teil 
noch staérker zum Ausdruck als bei den Ordnungen. So erkrankten von 
folgenden Familien simtliche infizierten Arten: Solanaceen (14 Arten), 
Dipsacaceen (6 Arten), Apocynaceen und Araliaceen (je 4 Arten). Die 
Papilionaceen (19 Arten) und Oleaceen (5 Arten) dagegen waren véllig 
resistent. Bei den Rosaceen wurde entgegen den alteren Literaturangaben 
(Stapp 1928), die von einer besonders hohen Anfalligkeit sprechen, nur 
eine 20% ige Erkrankungsrate gefunden. 


Tabelle 4. Hrkrankungsziffern der mehrfach untersuchten Arten. 


es Sr, nicht in jedem Jahr 
eet io ree a i os 
stets | nie Anzahl in &% 

bg Dialypetalae ...... 20 77 27 41 9 12+ 4 

sa Sympeialae....... 16 43 6 23 14 | 33+ 7 
pm 5 

Monochlamydeae .. . . 6 15 2 10 3 | 20+ 10 

In 1 Vegetationsperiode untersucht . . | 387 149 | 238 —- |j—- — 

In 2 Vegetationsperioden untersucht — . 135 36 76 23 | 17+ 3 

In 3 Vegetationsperioden untersucht  . 23 6 5 12 | 62+ 10 


Von den Gattungen bildeten einige immer Tumoren (z. B. Kalanchoé 
mit 7, Solanum mit 4 Arten) und andere nie (z. B. Opuntia mit 9, Lysi- 
machia mit 5 Arten). Dieses gleichmifige Verhalten zeigte jedoch nur 
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knapp die Halfte der mit drei und mehr Arten gepriften Gattungen (12 
von 27) (Tab. 6). Demnach ist die Reaktionsweise auf Pseudomonas 
tumefaciens wohl auch nicht gattungsspezifisch. 


Tabelle 5. Hrkrankungsraten der Ordnungen mit mehr als 10 untersuchten Arten. 


Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 20. 


—_ 
© 


Ordnung Familien | Gattungen Arten griceneiesice 
Anzahl % + Oy 
i rE ee eee 
iPolycarpicae . . . . . 3 14 20 1 5+ 5 
Rosales 3 19 43 17 40+ 17,5 
Leguminosae . . 1 15 19 — aa: 
Myrtales . 3 9 13 8 61+ 13 
Fhoeadales . . 4 11 12 8 67 + 13 
mGruimales. .. . . 5 7 10 + a 70 + 14 
Umbelliflorae . . 2 17 23 8 35 + 10 
Dialypetalae gesamt. . 34 108 161 57 35 + 3,8 
Centrospermae 6 15 26 3 li+ 6 
Monochlamydeae gesamt 10 27 43 8 19+ 6 
Contortae. 4 11 16 a 44+ 11 
We btflOvaehi vs sos 6 35 49 12 24+ 6 
Personatae . . 4 24. ou 22 60+ 8 
Rubiales. ... 4 9 13 9 69 + 13 
Synandrae . . 3 37 55 34 62+ 6 
Sympetalae gesamt 24 123 183 84 46+ 3,7 
Gesamtzahlen 68 258 387 149 39 — 2.5 
Tabelle 6. Gattungen, von denen drei und mehr Arten infiziert wurden. 
Tumorbildung | © Tumorbildung | 3 
g a = 2 Gattun: 8 =i] g3 
Gattung 8 2 @ 3 z E 5 g 2 = 2 3 | 4 a 
<4 |8|3 |Fe| aa 4 | 2 | 3 |Pe/ 88 
Thalictrum . 3; —f;-3 | —| —]| Opuntia . . 9} —} 9 | —] — 
Sedum .. 6] 4 | 2 | —] 2 | Lystmachia 5 | — | 6 | a) 5 
Kalanchoé . 7| 7 |—|—| 4 | Gentana. . 3/—}; 3 | —]— 
Potentilla 4;|—j]| 4 | —| 1 | Asclepias._. 3; 2 }— | 1 1 
Filipendula 3/— |} 3 |—|]—] Salvia. . Bi\ al pl hog oa Poa lie 
Agrimonia . 3; — | 3 | —]| 2 | Stachys 4)-) ) 3 |—) 1 
Sanguisorba 4/ 1 | 38 |—J| 2 | Solanum. . 4) 4 }—j}|]—] 1 
Trifolium 3|— | 3 | —] 38 | Digitalis . BA Mall i ae oes a a 
Ocenothera 3; —]| 2 Ue ioe Veronica. . 4 ole 2a elas 
Epilobium . Shee leaieel 1 | 3 | Pentstemon Sihptlisaiee 1a) Tae 
Althaea 3} 2 1 | —| 3 | Galium Ble alee? clips ah 
Aralia. . 3/ 3 | —|—1 3 | Campanula. ANGE: ae 2ic| ae ol 
Eryngium . 4| —]| 4 | —]| 1 | Adenophora yl ral Soy ie 
Euphorbia . 4)— 3 [dep 1 106 
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2. Das Verhalten der Bakterien in den Impfstellen. 

Das Verhalten der Bakterien in den Impfstellen — Vermehrung oder Abnahme — _ 
wurde durch Zahlungen unmittelbar nach der Infektion und fiinf Tage danach 
ermittelt. Die Versuche konnten auf 5 Tage beschrankt werden, weil die ersten vier 
Tage nach der Impfung der Pflanzen fiir die Umstimmung der normalen Zelle zur 
Krebszelle allein entscheidend sein und die Bakterien nach diesen ersten Tagen 
keinen Einflu8 mehr auf die Tumorbildung ausiiben sollen (BRAUN 1943). ’ 

Es wurden 20 Versuchsserien an 13 verschiedenen Arten durchgefiihrt. Fiir jede 
Serie wurden 20 Pflanzen geimpft, und zwar je 8 fiir die beiden Zahlungen gleich 
nach der Impfung und fiinf Tage danach sowie 4 Kontrollen fiir die Beobachtung 
einer eventuellen Tumorbildung. Aus diesen Versuchsserien konnten zweimal 
20 Messungsreihen aufgestellt werden, von denen sich 33 als statistisch einwandfrei 
erwiesen. Eine Versuchsserie mit zwei solchen Reihen ist in Tab. 1 dargestellt. 


Tabelle 7. Bakterienentwicklung bei den Arten mit Tumorbildung. 


Nr. Art ; M, M, M,/M, t 
1 | Helianthus 
“annuus... (1,1. + 0,18) 10’ (4,3 + 2,1) 10’ 3,9), 1:5 
3 | Ageratum 
mexicanum . (0,9 + 0,19) 107 (2,1 + 0,2) 10’ 2,35] 4,0 
5 | Salvia sclarea (1,4 -+ 0,88) 10° ac * ~*~ aS a sa 
7 | Veronica 
longifolia . . (2,7 + 1,23) 105 (13,3 + 3,14) 10° 4,9 | 3,2 
9 | Campanula 
sarmatica . . | (10,0 + 2,9) 10° (35 + 13,6) 10° 3,5 | 1,8 
11 | Epilobium 
hirsutum . . (0,94 + 0,11) 10° (27. +. 3,1) 10° 29 8,1 
16 | Tropaeolum 
MAjUS. . . . (1,9 + 0,38) 104 (107 + 27) 104 51 3,9 


Freiland, jung 


17 | Tropaeolum 
majus. .. . (2,0 + 0,7) 10’ (28,8 + 8,8 ) 107 14 3,2 
Freiland, alter 
18 | Tropaeolum 

MAUS. « . . (2,0 -+ 0,55) 108 (10,8 + 1,6) 108 5,4 | 4,7 
Kalthaus, jung 
19 Tropaeolum 


246 + 41) 108 130 6,0 
majus. . . (1,9 + 0,38) 108 | | ( 
Kalthaus, alter { (44 7,4) 10° a3 5,6 
20 | Tropaeolum 
MAJUB. wes (3,4 -- 1,68) 10° (180 + 70) 10° 53 2,5 
Treibhaus, alt 
Bedeutung 
M, = Mittelwerte der im AnschluB an die Impfungen durch gotitheyen Zah- 
lungen. 
M, = Mittelwerte der 5 Tage danach durchgefiihrten Zahlungen. 


M,/M,= Vermehrungsfaktor der Bakterien. 
t = statistische Sicherung der Differenz M,— M, nach der t-Verteilung. 
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Im einzelnen ergab sich folgendes: In 11 von den 20 Serien (55%) 
wiesen die Kontrollen Tumoren auf (Tab. 7). Bei den zugehorigen 
Zahlungen konnte hier immer Bakterienvermehrung festgestellt werden; 
sie war in 8 Fallen statistisch gut gesichert (¢ > 3), einmal wahrschein- 
lich (t = 2,5) und zweimal nicht gesichert. In weiteren 8 Versuchen 
(40%) lieBen die Kontrollen keine Tumorbildung erkennen (Tab. 8). 
Hier fand sich fiinfmal (62%) statistisch gesicherte Vermehrung (t > 3) 
und zweimal (25%) statistisch gesicherte Abnahme der Bakterienzahl, 
wahrend einmal die Zahl der Bakterien unverandert blieb. 

Auffallig ist, daB die Tumorbildung bei den Kontrollen immer mit 
einer Zunahme der Bakterienzahl einherging, andererseits in 25°/ der 
ohne Tumor gebliebenen Pflanzen eine Abnahme der Bakterienzahl ge- 
funden wurde. Eine Korrelation konnte jedoch nicht errechnet werden. 
Nur bei Ageratum mexicanum konnte eine gewisse Korrelation nachge- 
wiesen werden, insofern als hier nicht nur im Winter bei Bakterienab- 
nahme die Tumorbildung ausblieb (Tab. 8, Nr. 4), sondern auch im 


Tabelle 8. Bakterrenentwicklung bet den Arten ohne Tumorbildung. 


Nr. Art M, M, bi My/My love 


2 | Helianthus 


grosse-serratus (7,6 -+ 2,85) 104 (300 -+ 76) 104 39,5 | 3,85 
4 | Ageratum 
mexicanum . (25 + 8,6) 10° (3,6 + 0,74) 10° 0,14| 2,5 
6 | Salvia ‘ 
verticillata. . (2,5 + 0,28) 10° (0,7 + 0,11) 10° . 0,28} 6,0 
8 | Veronica 
xis ‘ (33 + 4,3) 104 100 7,6 
virginica . . (0,32 + 0,07) 10 (170 + 25) 104 510 6.8 
12 | Epilobium 
hirsutum . . (0,43 + 0,05) 10° (10,5 + 2,7) 10° Ar siadletead 


13 | Epilobium : 
angustifolium (8,1 + 1,6) 10° (127 + 10,5) 10° 15,7 | 10,8 


14 | Pentstemon 


digitalis. . . (2,2 + 0,37) 108 (17,8 + 4,0) 108 8,1 | 3,8 
15 | Pentstemon 
barbatus. . . | (11,3 + 3,26) 10® (5,5 + 2,07) 10° 0,5 | 1,5 
Tabelle 8a. Unterschiedliches Verhalten der geimpften und der Kontrollpflanzen. 
10 | Lpilobsum (46 + 15) 104 UL seth 439 
hie toa (27,4 = 2,24) 108 (2,9 - 1,2) 108 0,11) 9,8 
Bedeutung : we 
M, = Mittelwerte der im Anschlu8 an die Impfungen durchgefiihrten Zah- 
lungen. , 
M, = Mittelwerte der 5 Tage danach durchgefiihrten Zahlungen. 
M,/M,= Vermehrungsfaktor der Bakterien. 
t = statistische Sicherung der Differenz M,— M, nach der t-Verteilung. 
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Sommer bei Zunahme der Bakterienzahl Tumoren auftraten (Tab.7, Nr.3). 
Bei der Versuchsserie, die ohne Tumor geblieben war, wurden die Bak- 
terien im AnschluB an die zweite Zahlung aus einer der fiir die Zahlungen 
bestimmten Plattenkulturen erneut kultiviert und in Helianthus annuus 
eingeimpft, wo sie normale Tumorbildung auslésten. Demnach war ihre 
Virulenz durch den fiinftagigen Aufenthalt in den nichtanfalligen Pflanzen | 
nicht herabgesetzt. Die beiden anderen Arten ohne Tumorbildung mit 
Abnahme bzw. Konstanz der Bakterienzahl — Salvia verticillata und 
Pentstemon barbatus (Tab. 8, Nr. 6 und 15) — reagierten nach mehr- 
maligen Impfungen in Versuchsgruppe 1 ebenfalls teilweise mit, teilweise 
ohne Tumorbildung. Ob sich hier aber bei der beobachteten Tumorbildung 
die Bakterien wie im Falle des Ageratum mexicanum ebenfalls vermehrt 
haben, wurde leider nicht festgestellt. Es kann auch nichts dariiber aus- 
gesagt werden, unter welchen Bedingungen sich die Bakterien vermehren 
oder vermindern bzw. wann ein Tumor gebildet wird und wann nicht. 
Bei den 4 Kontrollen von Epilobium hirsutum (Tab. 8a) fand sich nur 
zweimal ein Tumor. Auch die Bakterien verhielten sich unterschiedlich : 
in drei Pflanzen Konstanz der Bakterienzahl und in fiinf gesicherte Ab- 
nahme (¢ = 9,8). Leider lat die Versuchsanordnung nicht erkennen, ob 
die Pflanzen, bei denen eine Bakterienabnahme beobachtet wurde, den 
nichterkrankten Kontrollen entsprechen oder umgekehrt. Daher lassen 
sich die Ergebnisse dieses Versuches nicht mit denen der anderen zu- 
sammen auswerten. Auch in zwei weiteren Versuchen reagierte Epilobium 
hirsutum auf die Bakterieninvasion verschieden. Wahrend die alteren, 
schon Knospen zeigenden Pflanzen Tumorbildung aufwiesen (Tab. 7, 
Nr. 11), blieben kleinere, weniger weit entwickelte Pflanzen ohne Tumo- 
ren (Tab. 8, Nr. 12). In beiden Fallen wurde hier Bakterienvermehrung 
beobachtet. 
Besonders erwihnt werden miissen ferner die fiinf Versuche an 7'ro- 
paeolum majus (Tab. 7, Nr. 16—20). Bei dieser Art haben WINTER und 
WILLEKE (1952) ein gas- 
Tabelle9. Wachstumsverzdgerung bei Pseudomonas _formiges Antibioticum be- 


ny , 94—96 , , . . : 
tumefaciens nach 24—96 Std in Anwesenheit von schrieben, das in eigenen : 


Tropaeolum majus-Prepsaft. Versuchen’ nach'<der “von 


om’ Pr ae 96 Std WINTER und WILLEKE be- 
Mie il AR RR NR et Pins schriebenen Methode auch 
0,5 ii a) cs + gegen Pseudomonas tume- 
0,25 — + +} aa faciens in vitro wirksam war 

K ar ci a + (Tab. 9). Trotzdem fanden 

K Kontrolle; + Bakterien nachweisbar. sich in allen fiinf Versu- 


chen, in denen die Pflanzen 
unter verschiedenen Bedingungen untersucht wurden [junge Pflanzen bei 
der Entfaltung des 3. und 4. Blattes im Freiland und in einem schattigen 
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Gewachshaus (Nr. 16 und 18), die gleichen Pflanzen einen Monat 
spater (Nr. 17 und 19) sowie Pflanzen vom Dezember des Vorjahres 
(Nr. 20)], Bakterienzunahme und Tumorbildung. Der aus Blattstielen 
und Blattern derselben Pflanzen, in denen die Bakterienvermehrung 
beobachtet wurde, hergestellte PreBsaft erwies sich auch hierbei in allen 
Fallen als antibiotisch wirksam, selbst der aus den kiimmerlich ent- 
wickelten Gewachshaus- Pflanzen. 

Mit aller Vorsicht li8t sich aus diesen Versuchen schlieBen, daB die 
Wahrscheinlichkeit der Tumorbildung bei Bakterienvermehrung gréBer 
ist als bei Bakterienabnahme in den infizierten Pflanzen. 


3. Uber die Entstehung der Sekundértumoren. 


Unter welchen Bedingungen Sekundartumoren hervorgebracht werden, 
ist noch kaum bekannt. Sind sie weit genug — einige Internodien — von 
der Infektionsstelle mit dem Primirtumor entfernt, kénnen in ihnen 
keine Bakterien mehr nachgewiesen werden (BRAUN und WHITE 1942). 
Man nimmt deshalb an, daB sie nicht durch die Bakterien unmittelbar 
ausgelést werden. Wir wissen aber noch nicht, ob es sich bei der Bildung 
der Sekundairtumoren um eine Wirkung von Stoffwechselprodukten der 
Bakterien oder der Krebszellen des Primartumors handelt, denn bisher 
ist es noch nicht gelungen, sie durch Ausztige aus Bakterienkulturen 
(Stapp und Borrers 1931), durch Tumorextrakte (DAME 1938) oder 
durch sterile TumorpreBsafte (WHITE und Braun 1942) auszulosen. Von 
den Primartumoren wissen wir, daB sie nie ohne Verletzung auftreten, 
selbst dann nicht, wenn die Bakterien sich im Grundgewebe der Pflanzen 
befinden (Scumipt 1933). Braun (1947) konnte an Pflanzen, die wegen 
zu hoher Temperaturen nach der Infektion keine Primartumoren gebildet 
hatten, solche doch noch hervorrufen, wenn er bei niedrigerer Temperatur 
die Impfstelle mit einer sterilen Nadel nochmals verletzte. In den nach- 
folgend beschriebenen Versuchen wurde der Hinflu8 von Verletzungen 
auf die Entstehung der Sekundartumoren untersucht. Schon 
Stapp (1947) hatte bei Tomaten die Bildung von Sekundartumoren 
veranlassen kénnen, wenn er Leitbiindel infizierte und diese in Entfer- 
nungen von weniger als 15 cm nochmals mit einer sterilen Nadel verletzte. 

In unseren Versuchen an Sonnenblumen wurden bei einem Teil der Pflanzen die 
Blattstiele an den ersten sechs Knoten oberhalb der Impfstelle durch flaches An- 
ritzen (einmal je Stiel) oder durch fiinf hintereinanderliegende Stiche mit einer 
sterilen Prapariernadel bzw. durch vorsichtiges Einknicken des Blattstieles, nach 
dem es aber nicht zum Welken des Blattes kommen durfte; verletzt. Bei emem 
Viertel der Versuchspflanzen wurden die Stengel ebenfalls oberhalb der Impfstelle 
iiber ihre ganze Lange etwa 15mal durch bis ins Mark reichende Stiche verletzt. Die 
Verletzungen wurden an insgesamt 423 Pflanzen gesetzt, und zwar an je etwa 140 
Pflanzen 9, 18 und 27 Tage nach der Infektion. 188 infizierte Kontrollen wurden nicht 


verletzt, um einen Uberblick iiber die Zah] der spontan auftretenden Sekundar- 
tumoren zu haben. Ferner standen 75 nichtinfizierte Pflanzen im Versuch, die in 
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gleicher Weise und zu denselben Zeitpunkten wie die anderen Pflanzen verwundet 
wurden, um Ausehen und Starke sowie mikroskopischen Bau des Wundkallus 
dem Tumorgewebe gegeniiberstellen zu kénnen. In allen nicht véllig eindeutigen 
Fallen wurde der Befund durch mikroskopische Untersuchungen gesichert. 


Bei 611 Versuchspflanzen mit experimentell hervorgerufenem Primar- 
tumor wurden bei mehreren Tausend Verletzungen insgesamt 41 Sekun- 
dartumoren (6,7%) gefunden; hiervon fanden sich 13 an absichtlich 
gesetzten Verletzungen, 8 an spontan aufgetretenen, grob sichtbaren 
Verletzungen, 18 an Blattfallnarben und nur 2 an Blattstielen, bei denen 
eine vorausgegangene Verletzung nicht sichtbar war, aber auch nicht 
ausgeschlossen werden konnte. Hieraus kann wohl mit Sicherheit ge- 
schlossen werden, daB eine Verletzung der primar infizierten Pflanze 
Voraussetzung fiir die Bildung der Sekundartumoren ist. 

Wenn bei insgesamt etwa 6000 absichtlich gesetzten Verletzungen und 
einer wohl noch gréBeren Zahl Spontanverletzungen durch Windbruch, 
TierfraB, Hagel usw. nur so verschwindend wenig Sekundirtumoren 
beobachtet werden konnten, miissen zur Bildung der Sekundirtumoren 
neben der sicher notwendigen Verletzung aber noch andere, bisher unbe- 
kannte Faktoren eine Rolle spielen. 

Eine Abhingigkeit von der Art der Verletzung — Ritz, Stich, Ab- 
knickung — und von der Zeit, die zwischen Infektion und Verwundung 
verstrichen war, lieB sich nicht feststellen. An den Stengeln konnte durch 
Stiche in die Internodien niemals Sekundirtumorbildung ausgelést 
werden. Sie entstanden hier aber im Anschlu8 an den Primartumor 
spontan an tiefen Lingsrissen, die auch bei nichtinfizierten Pflanzen 
haufig auftraten. Oberhalb des dritten Knotens iiber der Impfstelle 
konnten keine Sekundirtumoren mehr beobachtet werden. 

Bei diesen Ergebnissen fallt der sehr niedrige Prozentsatz (6,7%) auf- 
getretener Sekundirtumoren auf, der ganz im Gegensatz zu den in der 
amerikanischen Literatur (BRAUN und WuiTE 1942) genannten Zahlen 
steht. Diese Autoren beobachteten spontan aufgetretene Sekundir- 
tumoren an 30—60% ihrer Helianthus annuus-Pflanzen. 

Fiir diesen Unterschied kénnen mehrere Ursachen verantwortlich sein, z. B. die 
Verwendung verschiedener Bakterienstimme und Sonnenblumenarten. Der von uns 
verwendete Bakterienstamm Pseudomonas tumefaciens Chrysanthemum frutescens 
IIb Stapp wird auch in der amerikanischen Literatur haufig genannt. BRauN und 
Wurre geben den Bakterienstamm aber leider nicht an. Die von ihnen verwendete 
Helianthus annuus var. ,,@iant Russian“ stand in Gottingen leider nicht zur Ver- 
fiigung. Es mufte deshalb mit den bei uns im Handel iiblichen Sonnenblumen 
gearbeitet werden, die kein genetisch einheitliches Material darstellen. Sodann 
haben Braun und Warren ihre Pflanzen in Tépfen im Gewachshaus gehalten, 
wahrend unsere nicht in Tépfen als Freilandpflanzen aufwuchsen. Hier entwickelten 
sie sich zu auBerst kraftigen, bis 5m hohen Pflanzen. Da in Erwagung gezogen 


werden muBte, daB sie gewissermaBen zu gesund waren, um an Krebs mit Sekundar- 
tumoren zu erkranken, wurden, um schwachlichere Pflanzen zur Verfiigung zu 
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haben, noch in zwei Pikierkdsten je 20 Pflanzen im Gewachshaus und daneben 
25 Pflanzen in Tépfen im Freien gehalten und mit Nadelstich geimpft. Diese Pflanzen 
wurden nur etwa 50—80 cm hoch. Bei den 25 nicht absichtlich verletzten Freiland- 
pflanzen fand sich einige Wochen spiter nur ein einziger Sekundartumor, was dem 
in unseren Versuchen gefundenen Prozentsatz eher als dem von den amerikanischen 
Autoren genannten entspricht. 


An den 40 nur etwa bleistiftstarken Sonnenblumen im Gewachshaus konnten 
zwei Monate nach der Impfung gar keine Sekundartumoren, sondern lediglich in 
11 Fallen Stengelverdickungen im Internodium des Primartumors beobachtet 
werden (Abb. 1). Diese Verdickungen waren meist 
nicht drehrund, sondern genau iiber dem Tumor 
starker ausgebildet oder tiberhaupt nur dort vor- 
handen. Im Schnitt zeigte sich, daB die Ver- 
dickungen durch radiale Streckung und Querteilung 
der Markzellen, die an das Primarxylem grenzten, 
hervorgerufen wurden. Die Rinde blieb unbeein- 
fluBt. Es handelte sich offenbar um die gleichen 
Bildungen, die Braun (1941) beschrieben und eben- 


falls nicht zu den Sekundartumoren gezahlt hatte. eh shal 


III. Besprechung. 


Zu Versuchsgruppe 1 (Anfalligkeit verschiedener 
Arten): Die Angaben in der Literatur tiber die 
Verbreitung des twmefaciens-Krebses beruhen meist 
nur auf Beobachtungen spontan aufgetretener Er- Frimartumor 
krankungen und sind haufig in ihrer Bezeichnung 
sehr allgemein: Pappeln, Weiden, Rosen und andere. 
Eine Zusammenstellung von einigen 30 Arten gibt 
Srapp (1928) und erwahnt hier schon die ,,Hr- 
krankung verschiedenster, im System zum Teil weit 
auseinanderliegender _Familien™. Experimentelle Jk posed Veh oe eee a Patcaeanh 
Untersuchungen zu dieser Frage liegen von Ct. O.  jadiale Streckung der Markzellen. 
SmirH (1913, 1925) vor. In der jiingeren der beiden 
Arbeiten priifte er mehrere Prunus-Arten und stellte 
erhebliche Unterschiede in der Anfalligkeit fiir Pseudomonas tumefaciens fest. 
So schwankte z. B. der Befall der einzelnen Unterarten von Prunus domesticus 
zwischen 3 und 95%. Aus der Tatsache, da8 die meistbenutzten Versuchspflanzen — 
Helianthus annuus, Solanum lycopersicum und andere — stets 100% ig erkranken, 
darf also nicht gefolgert werden, da das bei anderen Objekten auch immer so sei, 
wie es sich ja auch aus den oben beschriebenen Versuchen eindeutig ergibt. 


Die vorstehend geschilderten Untersuchungen zeigen nun, daf der 
Kreis der krebsanfilligen Pflanzen viel gréBer ist, als bisher bekannt war. 
Fast 40% von den 387 untersuchten Arten erkrankten. In vielen Fallen 
lieB sich zeigen, da alle untersuchten Arten eines Verwandtschafts- 
kreises — Gattung, Familie — die Infektion gleichartig beantworten. 
Ahnlich, wenn auch weniger deutlich, war es auch noch bei den Ord- 
nungen. Andererseits gab es aber auch Arten, bei denen die Kinzelpflanzen 
sich verschieden verhielten. Eine Erklarung fiir diese Verhaltnisse kann 
auf Grund des vorliegenden Materials nicht gegeben werden. 
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Auffallend war der entgegen den Literaturangaben (Stapp 1928) verhaltnismaBig 
geringe Befall der Rosaceen (5 von 23 Arten). Diese Differenz beruht wahrscheinlich 
auf einer unbeabsichtigten Auswahl der Arten. Wahrend namlich Srarp nur von den 
zahlreichen Holzpflanzen dieser Familie spricht, die als Obstbiume und Beeren- 
straucher unter sorgfaltiger girtnerischer Kontrolle stehen, sind in den hier vor- 
liegenden Versuchen die wirtschaftlich weniger wichtigen und daher auch nicht so 
beachteten krautigen Rosaceen untersucht worden. ? 

Zu Versuchsgruppe 2 (Verhalten der Bakterien in der Impfstelle): Wie 
wir wissen, geht die Tumorbildung in zwei Schritten vor sich (GAUMANN © 
1951): 1. Umstimmung der normalen Zelle zur potentiellen Tumorzelle; 
2. Stimulierung der potentiellen Tumorzelle zu neoplastischem Wachs- 
tum. Nur fiir die erste Phase ist die Anwesenheit der Bakterien notwendig, 
fiir die zweite das Vorhandensein ausreichender Wuchsstoffmengen 
(Braun 1943, 1952). 

Die vorstehenden Untersuchungen lassen nicht erkennen, ob in den 
Fallen ohne Tumorbildung bereits der erste Schritt der Umstimmung 
oder erst der zweite Schritt der Wachstumsstimulierung ausbleibt. Es 
wire weiterer Untersuchungen wert, festzustellen, ob es hier nach Zugabe 
von Wuchsstoffen doch noch zur Bildung echter Tumoren kommt. Damit 
wire der Nachweis erbracht, bei welcher Phase die Infektion haltgemacht 
hatte. 

In zwei Versuchsserien ohne Tumorbildung bei den Kontrollpflanzen 
konnte eine Abnahme der Bakterien beobachtet werden. Dennoch fand 
sich 5 Tage nach der Injektion noch eine so groBe Zahl Bakterien in den 
Impfstellen (10°), daB das Ausbleiben der Tumorbildung jedenfalls nicht 
mit einer zu geringen Anzahl anwesender Bakterien erklairt werden kann. 
Denn wie wir wissen, ist die Tumorbildung von der Zahl der Bakterien 
weitgehend unabhingig (Levine 1922). Sogar ein einziges virulentes 
Bakterium ist unter Umstinden zur Auslésung der Erkrankung in der 
Lage (HILDEBRANDT 1942). 

Warum manche Pflanzen trotz Besiedlung durch die Bakterien keinen 
Tumor bekommen, wissen wir im einzelnen nicht. Im Falle des Ageratum 
mexicanum liegt dies jedenfalls nicht an einer geschwichten Virulenz der 
Bakterien, denn in einem Kontrollversuch konnte festgestellt werden, 
da die Bakterien nach mehrtigigem Aufenthalt in Ageratum an Heli- 
anthus annuus noch normal groke Tumoren hervorrufen konnten (siehe 
S. 286). Antibiotische Zellinhaltsstoffe diirften in vielen Fallen die Patho- 
genitaét der Bakterien herabsetzen. Weshalb das Antibioticum des T'ro- 
paeolum majus nur in vitro gegen Pseudomonas tumefaciens wirksam ist, 
ist vollig unklar. Auch bei vielen anderen héheren Pflanzen, Moosen und 
Farnen sind Antibiotica gefunden worden (FREERKSEN u. BONICKE 1951). 
Ob auch an diesen Arten und ihren Bakteriosen ahnliche Beobachtungen 
wie an T'ropaeolum gemacht werden kénnen, miiBten weitere Unter- 
suchungen zeigen. 
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Zu Versuchsgruppe 3 (Entstehung der Sekundirtumoren): Braun 
(1941) beschreibt 2 Typen von Sekundirtumoren: 


a) an Blattstielen und gréBeren BlattgefaBen knotige Auswiichse von Straingen, 
die bis in die BlattgefaiBe, aber meist nicht bis zum Primartumor verfolgt werden 
konnten. Aus diesen Geweben gelang die Riickisolierung der Bakterien nur in ganz 
wenigen Fallen. Die Tumoren lieBen sich in vitro nicht wie Krebsgewebe kultivieren, 
sondern gingen nach wenigen Wochen ein (WxITE und Braun 1942). 

Entgegen Brauns Befunden beobachtete ich kleine, knotenférmige 
Verdickungen an Blattstielen und groBen GefaBen auch spontan an 
meinen nichtinfizierten Kontrollpflanzen. Ich habe sie deshalb nicht als 
Sekundartumoren werten kénnen und auch nicht naher untersucht. 
Hierin mag ein Grund fiir die Differenz in den Angaben iiber die Haufig- 
keit der Sekundartumoren in Brauns und diesen Untersuchungen zu 
finden sein. 

b) Sekundartumoren an den Abbruchstellen der unteren Blatter; sie wurden 
durch VergroBerung von Holzteil und Rinde gebildet. 

Diese Art Tumoren trat auch bei meinen Versuchspflanzen spontan 
auf oder wurde durch die experimentell gesetzten Verletzungen hervor- 
gerufen. Sie kénnen, wie auch eigene Versuche bestitigten, bakteriolo- 
gisch steril sein und ohne Heteroauxin-Zugaben in vitro weiterwachsen. 

Leider waren in der Literatur nirgends nahere Angaben zu finden, die 
die Haufigkeit der Sekundartumoren nach dem ersten und zweiten Typ 
getrennt auffiihrten. 


Zusammenfassung. 


1. In 3 Vegetationsperioden wurden systematische Untersuchungen 
iiber den Wirtskreis von Pseudomonas tumefaciens, des Erregers des 
bakteriellen Pflanzenkrebses, angestellt. 

a) 149 von 387 untersuchten Arten aus 68 Familien erkrankten mit 
Tumorbildung. 

b) Ausbleiben der Tumorbildung bei den nichterkrankten 238 Arten 
ist noch kein Beweis, daB diese Arten tiberhaupt keinen Tumor zu bilden 
vermégen, denn nicht immer reagierten alle Individuen einer Art gleich- 
sinnig. 

c) Von den Arten, die in mehreren Vegetationsperioden untersucht 
wurden, bildeten 20% in einem Jahr einen Tumor, im anderen nicht. 

d) Verwandte Pflanzengruppen (Gattungen, Familien, Ordnungen) 
beantworteten in zum Teil recht hohem Prozentsatz gleichartig die bak- 
terielle Infektion mit oder ohne Tumorbildung. So erkrankten z. B. 
simtliche 14 untersuchten Solanaceen-Arten, wihrend sich 19 untersuchte 
Papilionaceen-Arten alle als resistent erwiesen. 

2. Bei der Untersuchung der Vermehrung der Bakterien in infizierten 
Pflanzen wurde festgestellt : 
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a) Zwischen dem Verhalten der Bakterien in den infizierten Pflan- 
zen und der Tumorbildung bestand keine gesicherte Korrelation. Zwar 
ging die Tumorbildung stets mit Bakterienvermehrung einher, Bakterien- 
vermehrung fand sich aber auch oft in den Fallen, in denen es nicht zur 


Bildung eines Tumors kam. 
b) Tropaeolum majus erkrankte an Krebs mit Bakterienvermehrung, 


obwohl nachgewiesen werden konnte, daB der aus der Pflanze hergestellte 
PreBsaft in vitro gegen Pseudomonas tumefaciens antibiotisch wirksam 


war. 
3. Hinsichtlich der Sekundartumorbildung wurde folgendes ermittelt : 
a) Die These wurde bestatigt, daB ohne Verwundung keine Sekun- 


dairtumoren auftreten. 

b) Bei weitem nicht jede Verwundung fiihrte bei einer Pflanze mit 
Primartumor zur Sekundirtumorbildung. 

c) Der von amerikanischen Autoren angegebene hohe Prozentsatz 
von Sekundartumoren konnte nicht bestatigt werden. 


Herrn Professor Dr. RicHARD HARDER danke ich fiir das Interesse, das er meiner 
Arbeit stets entgegengebracht hat, sowie fiir seine wertvollen Hinweise und die 
Unterstiitzung mit den Mitteln seines Instituts. 
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Sammelbericht. 


(Aus dem Institut fiir Kulturpflanzenforschung in Gatersleben der Deutschen 
Akademie der Wissenschaften zu Berlin.) 


Die Rolle des molekularen Wasserstoffs im Stoffwechsel 
der Mikroorganismen. 


Von 
HANS-GUNTER SCHLEGEL. 


Mit 1 Textabbildung. 
(Hingegangen am 17, Mérz 1954.) 


Die Beteiligung des molekularen Wasserstoffs am Stoffwechsel der 
Mikroorganismen, seine Oxydation durch frischen Erdboden und sein 
Auftreten als Endprodukt gewisser Garungsprozesse ist schon lange 
bekannt (TH. Dz Saussure). Die Beobachtungen blieben aber auf Einzel- 
falle beschrainkt, und im iibrigen hielt man Wasserstoff fiir ein biologisch 
inertes Gas. Erst als mit tieferer Kenntnis der Stoffwechselvorginge auf 
der Basis der vergleichenden Biochemie sich gewisse Zusammenhinge 
zwischen der Fahigkeit, molekularen H, aufzunehmen, bzw. zu entbinden, 
und anderen speziellen Stoffwechseleigenschaften anzudeuten begannen 
und als durch Kiuyver, KLuyveR u. DoNKER, STEPHENSON und in 
jungster Zeit besonders durch van Niet eindringlich auf die Bedeutung 
dieser Forschungen zur Gewinnung eines Gesamtbildes hingewiesen 
wurde, riickte der gasformige Wasserstoff allmablich in den Kreis der 
haufiger und vielseitig bearbeiteten Themen ein. 

Die Vielzahl der im letzten Dezennium auf diesem Gebiet erschienenen 
Arbeiten gab Veranlassung, die wichtigsten Ergebnisse zusammenzu- 
fassen. In diesem Rahmen konnten allerdings nur einige wesentliche Ent- 
wicklungslinien herausgestellt werden. Auf eine Darstellung der Methoden 
und der Energetik muBte verzichtet werden. Freisetzung (Abschnitt I, 
S. 294) und Aufnahme (Abschnitt IT, S. 303) von Wasserstoff werden ge- 
sondert behandelt; die beteiligten Organismen werden jeweils zu groBeren 
Gruppen zusammengefaft. Die Beziehungen zwischen H,-Stoffwechsel 
und N,-Fixierung sowie einige spezielle Fragen, die die am H,-Stoffwechsel 
beteiligten Fermente betreffen, werden am Schlu8 im Zusammenhang 
erortert. 

An der Entbindung und Aufnahme des molekularen Wasserstoffs sind nach 


unserer heutigen Kenntnis zwei Fermente, bzw. Fermentgruppen beteiligt. Fiir die 
Freisetzung des gasférmigen Wasserstoffs, beispielsweise aus Ameisensiure, macht 
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man ,,Ameisensiure- Hy drogenlyase“ verantwortlich. Diese spaltet Ameisensaure 


in CO, und H, 
HCOOH - CO, + H,. {1} 


Man definiert Hydrogenlyasen allgemein als Enzyme, die aus ihren Substraten mole- 
kularen Wasserstoff freimachen (STEPHENSON u. Woops, 1941). 
Die Aufnahme und Aktivierung bewirkt ein Ferment bzw. -system, das als 
»Hydrogenase“ bezeichnet wird. 
H, = 2H= 2Ht + 2e-. [2] 
Von diesen Fermenten sind die ,, Dehydrogenasen“‘ zu unterscheiden, die den von 
einem Substrat abgespaltenen Wasserstoff auf einen H-Acceptor iibertragen. 
,Ameisensiure- Dehydrogenase“ katalysiert z. B. folgende Reaktion. 
HCOOH + A-— CO, + AH,. [3] 
Diesen urspriinglichen Definitionen liegen einfache Nachweisreaktionen zugrunde, 
nach denen die in Rede stehenden Reaktionen sowohl qualitativ als auch quantitativ 
verfolgt werden kénnen. Die Hydrogenlyaseaktivitat wird manometrisch bestimmt, 
indem unter N,- oder Edelgasatmosphare mit Alkali im ZentralgefaB die ent- 
wickelte H,-Menge gemessen wird. Hydrogenase macht sich im WARBURG-Versuch 
unter H,-Atmosphare mit O, oder Methylenblau als H-Acceptor in einer Gasauf- 
nahme bemerkbar. Ameisenséure-Dehydrogenase weist man im allgemeinen im 
THUNBERG-Versuch nach, wobei der abgespaltene Wasserstoff auf Methylenblau 
als H-Acceptor und Indicator tibertragen wird. 


I. Die Freisetzung gasférmigen Wasserstoffs. 

Seit der Entdeckung, da beideranaeroben bakteriellenCellulose-Garung 
(Poporr 1875) gasformiger Wasserstoff freigesetzt wird}, ist diese Erschei- 
nung haufig untersucht worden. Die bis 1936 an der Coli-Aerogenes- 
Gruppe gewonnenen Ergebnisse hat STEPHENSON (1937) zusammengefaBt. 


Der am friihesten eingehend untersuchte Vorgang einer H,-Entbindung 
durch nicht wachsende, ,,ruhende‘ Zellen ist die Ameisensaurespaltung 
durch Escherichia coli und einige andere in der Darmflora beheimatete 
Bakterien [1]. Als Katalysator dieser einfachen Spaltungsreaktion sah 
man das Enzym ,,formic hydrogenlyase‘‘ an. Neben der Méglichkeit, daB 
Ameisensiure-Hydrogenlyase ein selbstiindiges Enzym ist, wird seit 
STEPHENSON u. STICKLAND (1931) noch eine zweite Annahme diskutiert, 
wonach die Freisetzung des molekularen Wasserstoffs als Ergebnis zweier 
gekoppelter Reaktionen anzusehen ist, nimlich der Dehydrierung durch 
Ameisensiure-Dehydrogenase [4] unter Ubertragung des abgespaltenen 
Wasserstoffs auf einen Zwischenstoff und der Entbindung des H, durch 
Hydrogenase [5]. 

HCOOH + R= CO, + R-2H [4] 
R-2H >R+2H>R+H,. [5] 

Man kann demnach zwischen einer , Hydrogenlyasen-Theorie“ und 

einer ,,Zwei-Enzym-Theorie“ unterscheiden. 


1 Er findet sich allerdings in Reinkulturen nicht regelmaBig und auch nur in 
spiteren Stadien [vgl. R. MnyEr: Arch. f, Mikrobiologie 18, 250 (1942)]. 
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a) Hydrogenlyasen- Theorie. 


Die Hauptargumente fiir die Existenz einer besonderen Ameisensiure- 
Hydrogenlyase bildeten die Befunde, da8 1. Bact. lactis aerogenes (= 
Aerobacter aerogenes) aus Ameisensiure Wasserstoff bildet, dabei zwar 
Ameisensiure-Dehydrogenase, aber keine Hydrogenase besitzt. 2. Shi- 
gella dispar Ameisensiure-Dehydrogenase und Hydrogenase besitzt, 
ohne aus Ameisensiure H, abspalten zu kénnen. 3. auf Fleischbriihe 
gewachsene LH. coli-Zellen tiber Ameisensiiure-Dehydrogenase und Hydro- 
genase verfiigen, aber auch keine Ameisensiiure unter H,-Entwicklung 
spalten kénnen. Uber diese schon 1937 von StEPHENSON diskutierten 
Ergebnisse hinaus wurden in der jiingsten Zeit weitere Belege fiir diese 
Anschauung beigebracht. 


GRUNBERG-MaANnaco u. Mitarbeiter (1951) stellten an Suspensionen 
intakter Escherichia coli-Zellen Hemmungsversuche mit Na-azid und 
Hypophosphit an. Aus der Tatsache, daB in forcierter Aerobiose gezogene 
Zellen tiberhaupt keine Hydrogenlyase-Aktivitat besitzen, die Aktivitaten . 
der Ameisensaéure-Dehydrogenase und Hydrogenase aber denen der in 
Semi-Anaerobiose gezogenen Zellen, bei denen alle drei Enzymaktivitaten 
optimal sind, nicht nachstehen und aus dem unterschiedlichen Verhalten 
gegentiber den beiden Hemmstoffen konnte gefolgert werden, da 
Ameisensiure-Hydrogenlyase ein bestimmtes selbstindiges Enzym sein 
muB. 

LicHSsTEIN u. Boyp (1953) untersuchten die Forderung der drei Enzym- 
aktivitaten (Ameisenséiure-Hydrogenlyase, Ameisensaure-Dehydrogenase 
und Hydrogenase) von forciert aerob und semi-anaerob geziichteten 
Zellen von Aerobacter aerogenes durch Olsiure und Hefeextrakt. Ihre 
Ergebnisse sprechen ebenfalls fiir die Higenstandigkeit der Ameisensaure- 
Hydrogenlyase bzw. eines Hydrogenlyase-Systems. 

Die Frage, ob es auBer einer speziell auf Ameisensiure als Substrat 
angewiesenen Hydrogenlyase noch weitere Hydrogenlyasen gibt, ist auch 
bereits von STEPHENSON (1937) diskutiert worden. Da aus den meisten 
Substanzen, aus denen bei Bakteriengirungen H, freigesetzt werden 
kann, auch Ameisensaure entsteht, wurde eine Zeitlang Ameisensdure 
generell als Vorstufe des Wasserstoffs angesehen. Doch wiesen schon eine 
ganze Anzahl von Befunden an H.coli (STEPHENSON u. STICKLAND, 1932) 
darauf hin, daB die H,-Entbindung aus Glucose auch einen anderen Weg 
beschreiten kann als den itiber HCOOH. Die Annahme, da Ameisensaure 
bei der Wasserstoffentbindung als Intermediarprodukt auftritt, erscheint 
im Falle der Glucosegiirung noch am plausibelsten. In der Folgezeit sind 
aber eine Anzahl von Untersuchungen ver6ffentlicht worden, die fiir die 
Existenz einer ganzen Reihe von wasserstoffentwickelnden Enzymen 


sprechen. 
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An der Gasbildung im Zuge der anaeroben Zersetzung von Kohlen- 
hydraten sind in erster Linie Clostridien wie Cl. butyricum, Cl. acetobu- 
tylicum, Ol. butylicum und Cl. propionicum beteiligt, deren Namen jeweils 
das Hauptgarungsprodukt bezeichnen. Diese Sporenbildner kénnendurch- 
weg eine ganze Reihe von Substraten nutzen. Bei Cl. tetanomorphum 
findet beispielsweise mit Glucose, Brenztraubensaure, Apfelsiure, Fumar- 
siiure, Glutaminsdure, Asparaginsiure, Serin, Cystein, Histidin, Methio- 
nin und Tyrosin als Substrat eine H,-Entwicklung statt (Woops u. CLIF- 
Ton 1937). Die Vorstufe, aus der H, schlieBlich abgespalten wird, blieb 
dabei unbekannt. Die Tatsache, da die Aminoséuren, aus denen kein 
H, gebildet wurde, itberhaupt nicht angegriffen wurden, weist darauf hin, 
daB die Hydrogenlyasefunktion in diesem Falle nicht eine nur gelegent- 
liche Nebenreaktion ist. Da Ameisensiure nicht angegriffen wurde, halt 
man das Enzym fiir nicht identisch mit der Ameisenséure-Hydrogenlyase. 
Ebensowenig vermag Cl. butyricum, das aus Brenztraubensaure H, frei- 
setzt, Ameisensaiure zu spalten (BROWN, OSBORN u. WERKMAN 1934). 


Die Bildung von Butterséure und Gas im Zuge der Glucosevergirung 
durch Cl. butyricum nach 
CgH 1,0, > CyH9, + 2CO, + 2H, [6] 
wurde von Kusowi1tTz (1934) untersucht, nachdem KEMPNER (1933) ihre 
CO-Hemmbarkeit entdeckt hatte. Die Reversibilitaét der Hemmung 
durch Kohlenmonoxyd im Licht scbien anzudeuten, da das wasserstoff- 
entwickelnde Girungsferment zu den Fe-Porphyrin-K6érpern zahlt. Aus 
einer photochemischen Analyse folgte jedoch, ,,daB das wasserstoffent- 
wickelnde Giarungsferment keine Haiminverbindung sein kann“ (WaR- 
BURG 1948). Uber die Bindung des Eisens sowie seine Rolle wiihrend der 
H,-Freisetzung kann noch nichts ausgesagt werden. 


Weiter beobachtete Kusow1rz (1934), daB nicht nur Kohlenmonoxyd 
sondern auch H, die Gasbildung herabzusetzen vermag und die Giarung 
dabei in eine nahezu reine Milchsiuregiirung iibergeht: 


7 Milchsaure 
™ Buttersiure -+ CO, + Hy. 
Die Spaltung der Brenztraubensiure nach 
CH, - CO - COOH + H,O —-+ CH, - COOH + CO, + H, [7] 
wird ebenfalls durch CO oder H, gehemmt. 


Glucose — Spaltungsprodukte 


Hinsichtlich einer ausgepragten Abhingigkeit der H,-Entbindung vom 
H,-Partialdruck der tiberstehenden Atmosphire ist Diplococcus glycino- 
philus bemerkenswert (CARDON u. BARKER 1947). Dieser Organismus 
vergart Glykokoll unter Bildung von Essigsiure, CO,, NH, und H,. Ent- 
hilt die tiberstehende Atmosphiire mehr als 25°, H,, so wird die H,-Ent- 
wicklung vollig unterdriickt. Diese Abhangigkeit vom Partialdruck 
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weist darauf hin, daB ein vollkommen reversibles Gleichgewicht der Art 
AH, =A + H, vorliegt, wobei héchstwahrscheinlich ein H-Acceptor B 
um den H, konkurriert: 

AH,+ B=A+ BH,=A+B+H,. 

Auch bei der Glykokollspaltung kénnen weder Ameisensaure noch 
Brenztraubensiure unmittelbare Vorstufen der H,-Abspaltung sein, da 
erstere gar nicht, letztere nur sehr langsam umgesetzt wird. Diese an ver- 
schiedenen Organismen gewonnenen Ergebnisse lassen sich nicht mit der 
Annahme in Hinklang bringen, daB es nur ein einziges wasserstoffent- 
wickelndes Ferment gibt, wenn man nicht eine bisher unbekannte ge- 
meinsame Vorstufe auf dem Wege der Wasserstoff-Entbindung postu- 
lieren wollte. Andererseits reichen die dargelegten Befunde noch nicht 
aus, die Existenz einer Mehrzah] von Hydrogenlyasen zu belegen. 

Halt man aber an der Vorstellung fest, da der Mechanismus ein ein- 
heitlicher ist, so bestiinden zwei Moglichkeiten der Erklarung, die als 
heuristische Prinzipien aufgefaBt werden kénnen. Die eine, nach der 
Hydrogenase in einer reversiblen Reaktion neben der H,-Aktivierung 
auch die H,-Entbindung bewirkt, wird im nachsten Abschnitt diskutiert. 
Nimmt man hingegen an, da es eine selbstindige Hydrogenlyase gibt, 
so kénnte man in einer ,,aktivierten Ameisensiiure“ (RAUEN u. JAE- 
NICKE 1953) die allen zur H,-Entwicklung befahigten Organismen gemein- 
same Vorstufe des molekularen Wasserstoffs sehen. 


b) , Zwei-Enzym-Theorie™. 

Das Problem, ob die H,-Entwicklung aus Ameisensiure durch eine 
Hydrogenlyase oder zwei kombinierte Fermente bewirkt wird, das 
nach der Zusammenfassung von STEPHENSON (1937) bereits zugunsten 
der ,,Ein-Enzym-Theorie“ diskutiert worden ist, haben im Zusammen- 
hang mit anderen Fragestellungen OrDAL u. HALVORSON (1939) wieder 
aufgegriffen. Sie verglichen die Wasserstoffbildung aus Zuckern (Glucose, 
Maltose) und Ameisensaure und kamen zu der Folgerung, da Ameisen- 
siure ein Abbauprodukt der Zucker ist und die Gasentwicklung letztlich 
der Spaltung der Ameisensiiure zuzuschreiben ist. Hydrogenase und 
Ameisensiure-Dehydrogenase sollen Bestandteile der Ameisensaure- 
Hydrogenlyase sein. Die Erscheinung, daB beim Vorhandensein sowohl 
von Ameisensiure-Dehydrogenase als auch von Hydrogenase in manchen 
Fallen dennoch aus Ameisensiure kein CO, und H, entwickelt wird, 
fiihren die Autoren auf das Fehlen eines die , Hlektroneniibertragung** 
zwischen beiden Enzymen vermittelnden Faktors zuriick. In die gleiche 
Richtung schlagt die Beobachtung (DE Ley 1951), daB bei £. coli-Zellen, 
die auf Medien verschiedenen N-Gehaltes gezogen waren, bei zunehmen- 
dem N-Mangel die Aktivitat der Ameisensiure-Hydrogenlyase parallel 
mit der der Hydrogenase zuriickgeht. 
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Warina u. WERKMAN (1942) beobachteten an Aerobacter indologenes, 
daB der Entzug von Eisen (Wachstum in Eisen-Mangel-Kultur) die 
Hydrogenase-Aktivitat ebenso herabsetzte wie die Fahigkeit zur H,-Ent- 
bindung. Es benétigten also beide Enzyme zu ihrer vollen Aktivitat 
Eisen. Diese und andere Beobachtungen fiihrten erneut zu der Vorstellung 
von der H,-Bildung als einer kombinierten Wirkung von Ameisensaéure- 
Dehydrogenase und Hydrogenase. Bemerkenswert ist, da unter for- 
cierter Beliiftung gezogene Zellen keine Herabsetzung der Hydrogenase- 
und Ameisensiure-Hydrogenlyase-Aktivitat zeigten. Hinsichtlich der Fe- 
Bediirftigkeit bestitigten diese Ergebnisse Untersuchungen an Clostridium 
welchit (PAPPENHEIMER u. SHASKAN 1944). Dieser Organismus vergart 
Glucose normalerweise zu Milchsdure, Essigsiure, Spuren Buttersaure, 
Athanol, CO, und H,, bildet aber unter CO oder nach Eisenmangelkultur 
fast ausschlieBlich Milchsaure. 

Eine teilweise Klarung, aber auch eine Erweiterung erfuhren die auf- 
geworfenen Fragen durch die Arbeiten mit zellfreien Extrakten von E. 
coli (GEST u. GrpBs 1951, Gust 1953). Solche Extrakte wurden nach der 
Alumina-Methode (Reiben mit Aluminiumoxyd ,,Alumina A 303‘ von 
Hand im Morser nach McItwary 1948) aus anaerob und forciert aerob 
kultivierten Z. coli hergestellt und frak- 
tioniert zentrifugiert. Das Uberstehende 
einer ersten Zentrifugation mit 16000 U/min 
fiir 15 min wurde durch nochmaliges ein- 
stiindiges Zentrifugieren mit 20000 U/min 


o—of artikel + Extrakt 
o—e Sortike! 
o—o Fxtrakt 


Gas gebilder 
8 


in eine Extrakt-Fraktion und eine Par- 
tikelfraktion getrennt. Konzentrierter Ex- 
trakt anaerob gewachsener Zellen spaltet 


Ameisensiure in CO, und H,. Der Extrakt 


3 —-——__ aus forciert aerob herangewachsenen 
0 0 #@ #0 vw sonin Zellen wies eine stark herabgesetzte 
Abb. 1. ,,Rekonstruktion* des Hy- Ameisensiiure-Hydrogenlyase, aber nor- 


drogenlyase-Systems aus_ ,,aeroben‘ 
Teilchen und ,,anaerobem‘ Extrakt 
(aus H. GEST 1953). 


male Ameisensiure- Dehydrogenase-Akti- 
vitait auf. Gust gelang es nun, durch Zu- 
sammenfiigen von hydrogenasehaltigem, 
verdiinntem Extrakt anaerob gewachsener Zellen (also mit Hydrogen- 
ase-, aber ohne Hydrogenlyase-Aktivitit) und der Ameisensaiure-Dehy- 
drogenase enthaltenden Partikelfraktion aerob gezogener Zellen das 
Hydrogenlyasesystem zu rekonstruieren (Abb. 1). Wihrend frische Par- 
tikel anaerob gewachsener Zellen sowohl Ameisensaiure-Dehydrogenase- 
und Hydrogenase-, als auch Ameisensiure-Hydrogenlyase-Aktivitat be- 
sitzen, fehlt letztere in vier Tage alten Teilchen. Dieser Effekt wird mit 
dem Vorhandensein labiler Faktoren gedeutet, die den Elektronentrans- 
port zwischen Ameisensiiure-Dehydrogenase und Hydrogenase bewirken. 
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Gibt man Extraktfraktion zu den gealterten inaktiven Partikelchen, 
so wird die Ameisensiure-Hydrogenlyasefunktion sofort aktiviert. Die 
Aktivitat an Ameisensiure-Hydrogenlyase eines durch Ammonsulfat- 
fallung aus dem Extrakt erhaltenen Niederschlages la8t sich durch Zu- 
gabe von Cocarboxylase, Diacetyl oder gekochtem JZ. coli-Extrakt in zu- 
nehmendem Mae wieder herstellen. Es wird vermutet, daB der inter- 
mediaére Faktor, den auch schon LascenLes (1948) auf Grund ihrer 
Experimente mit ruhenden £. coli-Zellen forderte, Diacetyl oder Brenz- 
traubensaure und Cocarboxylase ist. 


Wenn diese Untersuchung auch noch nicht als Lisung des Hydrogen- 
lyase-Problems anzusehen ist, so kann doch abschlieBend gesagt werden, 
daB der Vorgang der ,,Ameisensiurespaltung“ viel komplexerer Natur ist 
als bisher angenommen wurde, und die Abspaltung von CO, und H, még- 
licherweise auch in einem Cyclus vor sich geht. 


Mit dieser Annahme wiirden aber auch viele Arbeiten an Gewicht ver- 
lieren, die auf indirektem Wege die Existenz einer selbstindigen Hydro- 
genlyase beweisen wollten. Und nach wie vor bleibt die Frage zu klaren, 
ob der letzte fermentative Schritt zur Freisetzung des Wasserstoffs eines 
besonderen Enzyms, eines wasserstoffentwickelnden Fermentes, bedarf 
oder eine reversible Hydrogenase-Reaktion darstellt (HOBERMANN u. 
RitTENBERG 1943). Die geschilderten Ergebnisse lassen sich aber ebenso- 
gut in die Vorstellung einfiigen, daB fiir die H,-Entbindung ein Enzym 
verantwortlich zu machen ist, das nicht Hydrogenase zu sein braucht, und 
dessen wirkungsspezifische Gruppe mit verschiedenen Apoenzymen ge- 
koppelt werden kann, die die Substratspezifitat bedingen. So lange diese 
Fragen nicht mit Fermentpriaparaten einer Losung naher gebracht worden 
sind, eriibrigen sich auch alle Diskussionen tiber die Natur, Konstitution 
und mdgliche Cofaktoren dieses Fermentes, die an Hand einer Reihe von 
Ergebnissen anzustellen waren (KuBowiTz 1934, WARING u. WERKMAN 
1944, Warpure 1948, LicHsTEIN u. Boyp 1951). 


c) ,,.Photoproduktion® von Wasserstoff. 


1938 entdeckte Nakamura die Bildung von Wasserstoff durch Rhodo- 
bacillus palustris aus Ameisensiéure und Glucose, die im Dunkeln in 
N,-Atmosphiare vor sich geht. Heute wei man von mehreren Stammen 
der Thio- und Athiorhodaceen (GEST, KAMEN u. BREGOFF 1950), da sie im 
Dunkeln Ameisensiure, Glucose, Glycerinphosphat, Brenztraubensaure 
oder endogene Reserven in N,-Atmosphare unter Bildung gasformigen 
Wasserstoffs zersetzen kénnen. Es handelt sich dabei héchstwahrschein- 
lich um den gleichen oder einen ahnlichen Vorgang einer ,Hydrogen- 
lyase-Reaktion“, wie sie in den vorangehenden Abschnitten geschildert 


worden ist. 
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Wohl zu unterscheiden von dieser H,-Bildung der Purpurbakterien 
im Dunkeln ist die H,-Produktion im Licht, zu deren Bezeichnung 
die Entdecker den neuen Terminus ,,Photoproduktion‘ (von Wasserstoff) 
einfiihrten, der hier tibernommen wird. Das Hauptsubstrat dieser Photo- 
produktion von Wasserstoff ist DL-Apfelsiure; und schon die Tatsache, 
daf gewisse oxydierte Substrate wie Apfelsiiure im Dunkeln unter N, 
nicht zersetzt werden kénnen, grenzt beide Prozesse klar voneinander 
ab und laBt auf eine grundsatzliche Verschiedenheit beider Mechanismen 
schlieBen. 

Die Photoproduktion von gasférmigem Wasserstoff wurde 1948 von 
Gust u. KAMEN (1949) entdeckt. Sie beobachteten an Glasstépselflaschen, 
die mit einer auBer Mineralsalzen DL-Apfelsiure, Citronensiure, L-Glut- 
aminsiure, Biotin und Difco-Hefe-Extrakt enthaltenden Nahrlosung 
gefiillt und mit Rhodospirillum rubrum beimpft waren, eine Entwicklung 
von CO, und H,. In Form gewaschener Suspensionen entfaltete dieser 
Organismus im Warsurc-Versuch mit Apfelsiure als H-Donator im 
Licht und unter Edelgasatmosphire dieselbe Fahigkeit. Die Entdeckung 
war um so iiberraschender als vom selben Objekt bereits die Fahigkeit 
zur Photoreduktion von CO, mittels H, bekannt war. Unter reinem Hy, 
fand die H,-Entwicklung wie unter He statt und wurde auch durch geringe 
O,-Mengen (2,5°%) nicht gestort. Auch diese Feststellung kam angesichts 
der Hemmung der H,-Produktion von Diplococcus glycinophilus und E. 
coli (CARDON u. BARKER 1947, Gest 1952) unter H,-Atmosphare vollig 
unerwartet. Ebensowenig vorherzusehen war die Erscheinung, da8 sich 
N, nicht wie ein inertes Gas verhielt, sondern — schon bei einem N,- 
Gehalt der tiberstehenden Atmosphire von 20% — die Photoproduktion 
von H, vollig unterdriickte. Die CO,-Ausscheidung geht dabei weiter und 
ist der verbrauchten Apfelsiure villig iquivalent. Der Zusatz von Ammon- 
salz hatte die gleiche Wirkung wie N,. Die Hemmung durch N,, bzw. 
NH,CI ist nach deren Entfernung bzw. Aufbrauch sofort reversibel. Mit 
isotopem 1°N, konnte nachgewiesen werden, daB unter den gegebenen 
Bedingungen eine N,-Fixierung erfolgt, die durch gleichzeitig anwesendes 
NH, gehemmt wird. Als H-Donatoren sind aufer DL-, L- und D-Apfel-. 
siure von 28 durchgepriiften Zuckern, Fettsiuren, Aminosiiuren und 
Alkoholen nur Oxalessigsiiure, Fumarsiure und Brenztraubensaure ge- 
eignet. Bernsteinsiure wird nur in Gegenwart von L-Glutaminsiure ver- 
wertet. 

Kine Nachuntersuchung mit Rhodopseudomonas gelatinosa und Rhodo- 
spirillum rubrum als Versuchsobjekten (StaGEL u. KAMEN 1951) fiihrte 
zu analogen Ergebnissen. Doch kéunen auBer den genannten zusitzlich 
Kssigsiure, Acetessigsiiure und Aceton genutzt werden. Ammonsalz und 
N, hemmen die Photoproduktion, itiben jedoch auf die Photoreduktion 
von CO, mittels H, keine Hemmung aus. 
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Die neben H, und CO, aus Brenztraubensiure im Dunkeln entstehenden 
Nebenprodukte sind Essigsaure, Buttersiure, Propionsiure, Valerian- 
sdure und andere (KOHLMILLER u. GEst 1951). Im Licht (Photoproduk- 
tion) treten keine Fettsiiuren auf, sondern nur H, und CO, in aquimole- 
kularen Mengen. Im Gegensatz zu den vorangegangenen Untersuchungen 
tuber dieses Problem (GEst u. Kamen, SrecEn u. Kamen) wurde wahrend 
des anaeroben Wachstums auf Malat-Glutamat-Nahrlésung im Licht 
Anhaufung von Ameisensiure beobachtet. Mit der Hemmung der H,- 
Bildung durch Ammonchlorid wurde auch die Anhiufung von Ameisen- 
séure unterbunden. Von anderer Seite wurde noch NH,OH als Hemm- 
stoff der Photoproduktion hinzugefiigt (Morrra, SuzuKI u. TAKASHIMA 
1951). Die Ergebnisse des amerikanischen Arbeitskreises konnten durch 
den japanischen weitgehend bestitigt werden. 


Die von zwei Stellen (BREGOFF u. Kamen 1952, NEwron u. WiLson 
1953) unabhangig voneinander durchgefihrte Priifung von Chromatium 
(Thiorhodaceae) auf die Fahigkeit der Photoproduktion von H, lieB ein 
grundsatzlich gleichartiges Verhalten erkennen. Nach NEwron u. WIL- 
son entwickelten die von ihnen benutzten drei Stiimme allerdings nur 
dann Wasserstoff, wenn auBer Malat zusitzlich Bicarbonat oder CO, vor- 
handen war. N, und NH,Cl unterdriickten die H,-Photoproduktion 
gleichermaBen. Die Vorkultur in ammoniakhaltiger Nahrlosung war. 
hingegen ohne EinfluB. In diesem Zusammenhang mu erwahnt werden, 
daB bereits RozLorsEeNn (1934) an Thiorhodobakterien, die auf pepton- 
haltigem Medium gezogen worden waren, eine H,-Entwicklung sowohl im 
Dunkeln als auch im Licht beobachtete, dieses Phanomen aber als Folge 
eines Autolysevorganges ansah. 


Fir das Verstiindnis der Photoproduktion von H, ist das Auftreten 
von Ameisensiure (KOHLMILLER u. GEsT) im Zuge des Abbaues der Apfel- 
siure von auBerordentlicher Bedeutung, weshalb diese Frage nochmals 
untersucht werden sollte. Ein von Gust, KAMEN u. BREGOFF (1952) ge- 
gebenes Reaktionsschema zugrunde legend, konnte man dann annehmen, 
daB die Apfelsiure durch das photoaktivierte Wasser teilweise reduziert, 
_ teilweise zu Ameisensaure oxydiert wird, welch letztere in einer Ameisen- 
siure-Hydrogenlyase-Reaktion zur H,-Bildung fihrte. Unverstiindlich 
bliebe aber doch die Tatsache, da H,-Atmosphire die Photoproduktion 
nicht hemmt, zumal dieses Verhalten bei Heterotrophen ausnahmslos 
zu gelten scheint und vor kurzem erst wieder bei Cl. pasteurianum be- 
stiitigt worden ist (MoRTENSEN u. WILSON 1951). Die Hemmung durch N, 
erscheint in Anbetracht der Fahigkeit zur N,-Bindung und unter der 
Annahme, daf der erste Fixationsschritt ein reduktiver ist, verstandlich ; 
die gleichsinnige Wirkung von NH, bleibt unter dieser Perspektive aber 


noch ratselhaft. 
20* 
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d) Die Photoproduktion von Wasserstoff 
durch Griinalgen. 

Gelegentlich ihrer Untersuchungen iiber die Photoreduktion von CO, 
mittels H, durch Scenedesmus fanden GAFFRON u. RuBIN (1942), dab 
diese Griinalge unter bestimmten Bedingungen auch gasformigen 
Wasserstoff abscheiden kann. Diese Wasserstoffgirung im Dunkeln hat_ 
viel Ahnlichkeit mit der Garung durch heterotrophe Bakterien. Wird 
Scenedesmus eine Zeitlang (2 Std) anaerob unter N, gehalten, so setzt 
allmihlich eine Abscheidung von H, ein. Als H-Donatoren fungieren 
dabei héchstwahrscheinlich zelleigene Reservestoffe; Glucosezusatz 
férdert die H,-Entbindung, doch waren quantitative Beziehungen 
zwischen Glucoseverbrauch, H,-Produktion und Milchsiaurebildung 
(Hauptgirungsprodukt) nicht zu ermitteln. Belichtung der garenden 
Algen steigert die H,-Produktion, besonders wenn CO, und H, nicht 
anwesend sind, auf das Zehnfache. Auch diese Photoproduktion wird 
durch Glucosezusatz gesteigert. Dinitrophenol (6-10-*m) hemmt die 
H,-Entwicklung im Dunkeln in hohem Mafe, wihrend es die Photo- 
produktion fordert. Es verhindert vermutlich die Ubertragung von 
Wasserstoff auf CO,. Auch CO trennt die Mechanismen der H,-Entwick- 
lung im Dunkeln und im Licht. Da es die Photoreduktion von CO, 
mittels H, vollstandig hemmt, laBt es den gegenliufigen ProzeB der 
Photoproduktion von H, stirker in Erscheinung treten. Aus diesen 
Versuchen ziehen die Verfasser den SchluB, daB Scenedesmus eine 
Hydrogenase besitzt, die abhingig vom Potential des wasserstoff- 
iibertragenden Systems der Zelle und vom py, der Atmosphire ent- 
weder die Aufnahme oder die Entbindung von molekularem Wasserstoff 
katalysiert. 

An Chlamydomonas moewusii wurden diese Ergebnisse durch FRENKEL 
(1952) bestiatigt. Die Adaptation und Umschaltung auf den anaeroben 
Stoffwechsel erfolgt schon nach kiirzerer Zeit als bei Scenedesmus. DaB 
der abgeschiedene Wasserstoff nicht dem Wasser, sondern endogenen 
H-Donatoren entstammt, zeigten Versuche mit D,O (KAMEN u. GEsT, 
1952). Die H,-Entwicklung der bisher untersuchten Griinalgen unter- 
scheidet sich von der der Purpurbakterien wesentlich und scheint der 
der heterotrophen Bakterien niher zu stehen. Gemeinsam mit den hetero- 
trophen Bakterien ist ihr im Gegensatz zu den Purpurbakterien die 
Hemmung durch das Reaktionsprodukt Wasserstoff und die Unwirk- 
samkeit von N, und NH,Cl. Eine einzigartige Stellung unter den bis- 
her betrachteten Fallen geben dieser Art der H,-Entwicklung die Tat- 
sachen, da organische H-Donatoren kaum eine Rolle spielen, die Me- 
chanismen im Licht und im Dunkeln vermutlich verschieden und nur bei 
einer gewissen niederen Beleuchtungsstirke unterhalb des Kompensa- 
tionspunktes funktionsfahig sind. 
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II. Die Verwertung gasférmigen Wasserstoffs. 


a) Chemoautotrophe, fakultativ heterotrophe Bakterien 
(Knallgasbakterien). 

Unsere erste Kenntnis von einer Verwertung des gasformigen Wasser- 
stoffs geht auf Tu. pm Saussure zuriick, der 1838 eine Wasserstoffoxy- 
dation durch feuchte Erde und andere fermentierende Substanzen beob- 
achtete. Da Trocknen und Glithen der Erde, sowie der Zusatz antisep- 
tisch wirkender Mittel (wie 25% Salz, 1°, Schwefelsiiure) die Knallgas- 
kondensation verhinderten, fiihrte er das Phinomen auf die Tatigkeit 
von Bodenorganismen zuriick. Obwohl dieser Versuch durch Lizpies 
Agrikulturchemie allgemein bekannt geworden sein diirfte, hat Immen- 
DORF (1892) die gleiche Beobachtung von neuem gemacht. KasSERER 
(1906) und NrkLewsxr (1906) waren dann die ersten, die sich mit der 
Isolierung der ,,Knallgasbakterien“ beschaftigten. KASERER zog aus 
Ackererde 2 morphologisch und physiologisch verschiedene Organismen, 
von denen er einen, Bacillus pantotrophus, naher charakterisierte. 

Die Untersuchungen dieser Jahre waren in erster Linie auf die Er- 
mittlung optimaler Kulturbedingungen fiir auto- und heterotrophe 
Lebensweise und die Beschreibung neuer Formen abgestellt und sind im 
wesentlichen von KasERER (1906a, b), NaBoxicH u. LeBEDEFF (1907) 
sowie NIKLEWSKI (1908, 1910, 1914) betrieben worden. 

Als man einmal erkannt hatte, daB die wasserstoffoxydierenden Bak- 
terien unter streng autotrophen Bedingungen mit H, als Energie- und 
CO, als einziger Kohlenstoffquelle gedeihen kénnen, und folglich die An- 
nahme nahe lag, daB Wasserstoff 
nach 2H, +O, ->24H,0 verbrannt und Kohlendioxyd etwa 
nach 2H, + CO, ~ CH,O + H,O reduziert wird, mubte diese Bakte- 
riengruppe als ideales Objekt fiir quantitative Versuche zur Ermittlung 
des energetischen Nutzungsquotienten der CO,-Assimilation die Thermo- 
dynamiker unter den Physiologen zur Untersuchung geradezu heraus- 
fordern. Einen H,/0,-Quotienten von 2,11 und ein CO,/Knallgas-Ver- 
haltnis von 1:13,2 wihrend 19tagiger Kulturdauer ermittelte bereits 
LEBEDEFF (1908, 1909). Dieses Problem wurde dann in der klassischen 
Arbeit von RUHLAND (1924) mit Bacillus pycnoticus sehr sorgfiltig und 
auf breiter Basis bearbeitet. Seine Ergebnisse sind in zahlreiche Ab- 
handlungen und Werke tiber den energetischen Wirkungsgrad biologischer 
Synthesen (BuRK, 1931, STERN, 1933, RippeL, 1952, u. a.) eingegangen 
und Gegenstand der Diskussion iiber Enthalpie und freie Energie im 
_ Stoffwechselgeschehen geworden. 

Die weite Verbreitung der Knallgasbakterien und die Fahigkeit zur 
Oxydation des molekularen Wasserstoffs unter den Vertretern ganz ver- 
schiedener Bakteriengruppen stellte dann GROHMANN (1924) heraus. Mit 
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dieser in erster Linie systematisch orientierten Arbeit fanden diese 
grundlegenden Untersuchungen ihren vorlaufigen AbschluB. 


In Anbetracht der vom letztgenannten Autor mitgeteilten entmutigen- 
den Schwierigkeiten, die bei der Kultur der Knallgasbakterien plotzlich 
aufgetaucht waren und auf eine Bakteriophageninfektion zuriickzufihren 
sein diirften (ScHATZ u. BovELL, 1952), nimmt es nicht wunder, da mit 
dem Hervortreten biochemischer und enzymatischer Fragestellungen die 
weitere Forschung sich nicht der Knallgasbakterien als Versuchsobjekte 
bediente, sondern gewisser Vertreter der Coli-Aerogenes-Gruppe, an 
denen die Fahigkeit zur Verwertung des molekularen Wasserstoffs viel 
spiter entdeckt worden war (siehe nichsten Abschnitt). 


So entstand die nachste Arbeit iiber Knallgasbakterien bezeichnender- 
weise nicht auf Grund einer theoretischen Fragestellung, sondern ent- 
stammt der gelegentlichen Beobachtung, da in einer Sandkultur von 
Leguminosen unter einer H,-Luft-Atmosphire Gas verschwand (LEE u. 
Umpreirt, 1940). 

Unter dem Aspekt der vergleichenden Biochemie der chemo-autotro- 
phen Mikroorganismen beschaftigten sich Kiuuyver u. MAnTEen (1942) 
insbesondere mit den Beziehungen zwischen auto- und heterotropher 
Lebensweise. Wie sich herausstellte, sind heterotroph gezogene Zellen 
von Hydrogenomonas flava (NIKLEWSK1) nicht imstande, H, zu aktivieren 
und zu oxydieren, womit auch RuHLANDs Beobachtung, dab bei hetero- 
tropher Kultur keine H,-Aufnahme erfolgt, eine plausible Erklairung 
findet. Hingegen vermégen autotroph gezogene Zellen sowohl H, als 
auch Milchséure zu oxydieren. Sind beide H-Donatoren zugleich vor- 
handen, so entspricht die Gasaufnahme der Summe der bei getrennter 
Verabfolgung der H-Donatoren nebeneinander gemessenen Werte und 
libersteigt sie unter gewissen Bedingungen sogar noch. H,-Oxydation und 
normaler AtmungsprozeB scheinen also auf 2 unabhiingigen Wegen 
nebeneinander herzulaufen. 


Unter reiner H,/CO,-Atmosphire findet keine Gasaufnahme statt, wie 
nach den von KAsERER (1906) hypothetisch aufgestellten Gleichungen 
[8 und 9] zu erwarten gewesen wire. 

H,CO, + 2H, > CH,O + 2H,0 + 6 Cal [8] 

CH,O +0, —H,CO, + 132 Cal. [9] 
KKASERER lehnte demnach eine direkte Oxydation des Sauerstoffs ab. Im 
Gegensatz zu ihm nahm RunLanp an, dak die Vorginge [10] bis [12] 
nebeneinander herlaufen und 


H, + 3/,0, > H,O + 69 Cal [10] 
CO, + H,0 > CH,O + 0, — 112 Cal [11] 
CH,O + 0, > CO, + H,O + 112 Cal [12] 


[10] und [11] miteinander energetisch gekoppelt sind, wobei [10] unter 
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bestimmten Verhiltnissen (N-Mangel) auch als ,,Leerlaufreaktion“ fort- 
schreiten kann. 

Mit der gleichen Fragestellung wandten sich Scuarz u. Bovett (1952) 
den Knallgasbakterien zu und isolierten einen Stamm, dessen ,,leichte“ 
Handhabung in der Benennung Hydrogenomonas ,,facilis“ zum Aus- 
druck gebracht werden soll. Dieser Organismus unterscheidet sich in 
seinem Verhalten wesentlich von Hydrogenomonas flava. Seine auto- 
trophe Wachstumsfihigkeit und seine Hydrogenaseaktivitit erwiesen 
sich als sehr stabil und gingen selbst nach 39maliger Ubertragung auf 
heterotrophem Nahrboden mit organischen Kohlenstoffquellen nicht 
verloren. Die heterotroph gewachsenen Zellen oxydierten Wasserstoff 
ohne Adaptationsperiode, wenn auch der Qu, gegeniiber den autotroph 
gewachsenen auf den vierten Teil abgesunken war. Als H-Acceptoren 
konnten auBer Sauerstoff Methylenblau und Nitrat fungieren. Von ande- 
rer Seite (WiLson, Stout, PowELson u. Korrier, 1953) an einem als 
Hydrogenomonas facilis identifizierten Knallgasbakterium angestellte 
Untersuchungen fiihrten diese Fragestellung einer Klarung naher. So- 
wohl autotroph als auch auf einem Milchsiure enthaltenden Medium ge- 
wachsene Organismen oxydierten Wasserstoff und Milchsiure gleich- 
zeitig. Allerdings war die Hydrogenasefunktion herabgesetzt, im Falle 
der heterotroph gewachsenen Zellen sogar ausgeschaltet, wenn das 
Wachstum unter eine Atmosphare von mehr als 5% O,-Gehalt erfolgte. 
An Organismen, die unter H,/5%0,-Atmosphire auf einem lactathalti- 
gen Medium gezogen worden waren, konnte bei Anwesenheit beider H- 
Donatoren sogar eine Stimulation der Gasaufnahme festgestellt werden. 
Die gleichzeitige Anwesenheit beider H-Donatoren fiihrte zu einer Gas- 
aufnahme, die sich additiv aus den bei getrennter Verabfolgung beob- 
achteten zusammensetzte. 

Untersuchungen an autotroph gewachsenen (70% H,/20%0,/10°%CO,) 
ruhenden Zellen von H ydrogenomonas spec. hatten gezeigt, da Methylen- 
blau den Knallgasumsatz fordert. Die Ursache dieser Erscheinung ist mit 
WARBURG in einem Uberwiegen der wasserstofftibertragenden Fermente 
iiber die sauerstoffaktivierenden zu sehen, so daB das Cytochromoxydase- 
Cytochrom-System durch den aktivierten Wasserstoff ohnehin ausge- 
lastet sein diirfte (ScutmGEL, 1953). Wahrend der H,-Oxydation zu- 
gesetzte Milchsiure hatte auch eher eine Herabsetzung als eine Steige- 
rung der Gasaufnahme zur Folge. An Zellen, die eine Zeitlang (10 Std) 
an der Luft geschiittelt worden waren und deren H,-aktivierendes System 
dadurch teilweise inaktiviert worden war, fiihrte die Zugabe von Milch- 
sdure als eines zusitzlichen H-Donators zu einer Steigerung der Gas- 
aufnahme, die wie bei Hydrogenomonas flava der Summe der bei ge- 
trennter Verabfolgung der H-Donatoren entsprach. Bei jungen Zellen ist 
also geniigend Hydrogenase vorhanden, um das sauerstoffaktivierende 
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System vollig auszulasten. Normalerweise ist letzteres der umsatz- 
begrenzende Faktor. (SCHLEGEL, unver6ffentlichte Ergebnisse.) Ob die 
Potenzen bei Hydrogenomonas facilis und dem von uns untersuchten 
Stamm im grofen und ganzen die gleichen sind und die Differenzen in 
den Ergebnissen nur in einer quantitativen Verschiebung des Verhalt- 
nisses von Hydrogenase, Dehydrogenasen und dem Cytochromoxydase- 
Cytochrom-System auf Grund verschiedener Kulturbedingungen zu 
sehen ist, muB noch entschieden werden. 

Nach einer originellen Modifikation der WarsurG-Technik wurde von 
Scuatz (1952) die gleichzeitige Aufnahme von CO,, H, und O, durch 
ruhende Zellen von Hydrogenomonas facilis gemessen. Die gewonnenen 
Werte lassen den Vorgang der CO,-Assimilation unter H,-Oxydation 
durch folgende Gleichungen wiedergeben: 

4H, + 20, > 4H,0 

2H, + CO, > H,O + (CH,0) 

6H, + 20, + CO, > 5H,0 + (CH,0). [13] 
Der aus diesen Angaben (H,/CO, = 6) berechenbare Wirkungsgrad ist 
groBer als der aus den Untersuchungen von RUHLAND (H,/CO, = 7 bis 8) 
berechnete. Die Differenz ist in erster Linie darauf zuriickzufiihren, dab 
Scouatz seine Messungen an jungen Zellen vornahm, wihrend die Werte 
von Ruunuanpd auf Grund von Kulturversuchen bis zu einer Dauer von 
19 Tagen bestimmt wurden und somit eine gewisse ,,Leerlaufreaktion‘‘ 
mit einbezogen worden sein kann. Auf die interessanten energetischen 
Zusammenhinge, Diskussion der Teilprozesse und die Leerlauf-Reaktion 
kann in diesem Rahmen nicht eingegangen werden (siehe Rrpprt, 1952). 


b) Obligat heterotrophe Bakterien. 


Die Entdeckung der H,-Aufnahme und -Verwertung durch hetero- 
trophe Bakterien erfolgte in einer Zeit (Tauss u. DonaTu, 1930,STEPHEN- 
SON u. STICKLAND, 1931), in der die von KiuyveEr vertretene Konzeption 
der ,,Kinheit in der Biochemie“ der vergleichenden Biochemie eine zen- 
trale Stellung in der Mikrobiologie angewiesen hatte und durch mannig- 
faltige Anregungen die Forschung auf diesem Gebiete hervorragend be- 
fruchtete. AuBerdem war die Enzymologie mit der Herstellung kristalli- 
sierter Fermente in ein neues Stadium getreten. Es ist daher zu ver- 
stehen, dafi die Untersuchungen iiber die Rolle des gasformigen Wasser- 
stoffs schnell tiber rein physiologische Fragestellungen hinauswuchsen 
und auf die Aufklirung von Fermentprozessen abzielten. 

Bei ihren Untersuchungen iiber kohlenwasserstoff- und paraffinoxy- 
dierende Bakterien hatten Tauss u. Donaru bereits 1930 die Fahigkeit 
zur H,-Aktivierung bei Bact. aliphaticum liquefaciens festgestellt und 
kamen dabei zu einer sehr modern anmutenden Vorstellung: 
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»Der Stoffwechsel behalt auch im Falle des Abbaues von organischer und anor- 
ganischer Substanz die Prinzipien des Urstoffwechsels, namlich mit Hilfe der Knall- 
gasenergie die Kohlensaure zu assimilieren. Der Wasserstoff wird dabei aus dem 
betreffenden Substrat abgespalten und die Kohlensaure bei anorganischem Stoff- 
wechsel aus der Atmosphire, bei organischem durch schlieBliche Decarboxylierung 
aus dem Substrat entnommen. Demnach ginge der gesamte Kohlenstoffwechsel der 
Bakterien durch die Kohlensiure, hatte also einen verdeckt assimilatorischen 
Charakter.‘“‘ 

In ihrer fundamentalen Untersuchung iiber die Aktivierung des mole- 
kularen Wasserstoffs durch mehrere sulfatreduzierende und methan- 
bildende anaerobe Bakterien, die aus FluBschlamm isoliert worden 
waren, schlugen STEPHENSON u. STICKLAND (1931a) vor, das H,-ak- 
tivierende Enzym mit ,,Hydrogenase“ zu bezeichnen. Sie nahmen be- 
reits eine weitgehende Charakterisierung vor, bestimmten die Abhingig- 
keit vom ppp, stellten fest, dai die H,-Aktivierung noch durch m/24KCN 
kaum gehemmt wird, daf Urethan nur schwach hemmt und da auBer 
Methylenblau auch Fumarsaure und Nitrat reduziert werden. Die quanti- 
tative Analyse der Sulfatreduktion mit H, als H-Donator lieB die theore- 
tisch zu erwartenden Werte ermitteln (1931b). Da sich auch ZF. coli als 
hydrogenasehaltig erwies, wurden weitere Untersuchungen an diesem 
leicht zu kultivierenden Organismus vorgenommen (STICKLAND, 1931). 

An Suspensionen von £. coli wurde unter H,-Atmosphare mit Methy]- 
viologen als Redoxfarbstoff das Redoxpotential gemessen (GREEN u. 
STICKLAND, 1934) und gezeigt, daB sich dabei dasselbe Gleichgewicht 
zwischen 

H, = 2H = 2H+ +.2e- 
einstellt wie bei Anwesenheit von Pt oder Pd. Bei einem py, von 
600 mm Hg, px 7,02 und 30°C betrug H = —0,401 Volt; theoretisch 
EH, = —0,408 Volt. Das Hydrogenasesystem ist demnach das negativste, 
das man bisher bei lebenden Zellen beobachten konnte, und setzt die 
Organismen, die durch seinen Besitz ausgezeichnet sind, in die Lage, alle 
Stoffezu reduzieren, fiir die die entsprechenden Ubertriiger vorhanden sind. 


Die naichsten Jahre brachten eine Fille von Arbeiten, in denen die 
Fahigkeiten zur H,-Aktivierung und -Verwertung zu den verschiedensten 
Reduktionsprozessen bei einer groBen Anzahl von Bakterienarten und 
-gattungen festgestellt wurde, von denen die wichtigsten und bekann- 
testen in der Tabelle wiedergegeben werden. 

Das Ferment Hydrogenase und die Fahigkeit zur Ubertragung des 
aktivierten Wasserstoffs auf eine Reihe von Acceptoren sind sicher nicht 
nur auf eine kleine Gruppe von Organismen beschrankt, die gewisser- 
maBen konstitutiv zur Bildung dieses Fermentes befahigt sind. Vermut- 
lich wird sich die Zahl der zur H,-Aktivierung befaihigten Organismen 
als betrichtlich héher erweisen, wenn unter Kulturbedingungen unter- 
sucht wird, die zur Induktion der Hydrogenasebildung geeignet sind 
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(H,-haltige Atmosphire, Herabsetzung der Konzentration organischer 
H-Donatoren und akzessorischer Nahrstoffe auf ein Minimum). 


Fiir die sulfatreduzierenden Bakterien, tiber deren Hydrogenase- 
aktivitat man bereits seit STEPHENSON u. STICKLAND (1931) gut unter- 
richtet ist, war die Befaihigung zur autotrophen Lebensweise mit H, als 
Energiequelle bereits an Rohkulturen aufgezeigt worden (WIGHT u. 
SrarKeEy, 1945) und wurde spater mehrfach bestitigt (BUTLIN u. ADAMS, 
1947; Buriry, ApAms u. THomAs, 1949; StsLER u. ZOBELL, 1951; SENEZ 
u. Votoant, 1951; Ssoroxry, 1953). Unter Sulfatreduktion, die unter 
AusschluB von CO, etwa nach 

H,SO, + 4H, > H,S + 4H,O [14] 
verlauft, bindet Sporovibrio desulfuricans im CO,-haltigen Medium CO,, 
wobei das H,/H,S-Verhiltnis 5—10 betragen kann, was allein schon 
darauf hindeutet, da CO, als H-Acceptor auftreten kann (SISLER u. 
ZoBELL, 1951). Bei ruhenden Zellen konnten Sulfit, Metabisulfit, Di- 
thionit, Thiosulfat und Tetrathionat an die Stelle von Sulfat treten 
(PostaaTE, 1951). 


Nachdem die Existenz von Organismen, die anaerob unter H,-Nutzung 
mit KNO, als H-Acceptor autotroph wachsen kénnen, bereits postuliert 
worden war (FostER), konnte KLUYVER kiirzlich tiber einen derartigen Fall 
berichten (1953). Micrococcus denitrificans vermochte nach Kultur auf dem 
wblichen Peptonmedium zur Nitratreduktion keinen molekularen H, zu 
verwenden. Nachdem aber einmal an einem neu isolierten Stamm die 
notwendigen Bedingungen ermittelt worden waren, unter denen der 
Organismus eine Hydrogenase aktiviert und unter Nitratreduktion CO, zu 
assimilieren vermag (Mineralsalzlésung mit 29% KNO, und 0,3% Hefe- 
autolysat unter H,), erwies sich auch der alte Stamm der H,-Nutzung 
fahig. Er vermochte dann sogar auBer KNO, auch O, zu reduzieren. 


Daf derartige Induktionsversuche nicht in allen Fallen zum Erfolg 
fiihren werden und auch die substratinduzierte Hydrogenasebildung ge- 
wisse genetische Anlagen zur Voraussetzung hat, erhellt aus der Tatsache, 
da ein halophiler Stamm (,,#1 Agheila Z‘) von Desulfovibrio desulfuri- 
cans aufgefunden wurde, der sich bisher nach keinem der iiblichen An- 
passungsverfahren zur H,-Aktivierung bewegen lie (ADAMs u. Mitarb., 
1951). 

Wie die zuletzt geschilderten Untersuchungen zeigen, ist die Ausbil- 
dung des Hydrogenasefermentes in hohem Mae von den Kulturbedin- 
gungen abhingig. Die H,-Aktivierung gehért selbst bei den Organismen, 
bei denen das Enzym als konstitutiv anzusehen ist, zu den labilen Eigen- 
schaften. Namentlich die Art der N-Quelle scheint von mafgeblicher 
Bedeutung zu sein insofern, als Nitrat die Bildung sowohl von Hydro- 
genase als auch von Ameisensiure-Dehydrogenase und Hydrogenlyase 
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Tabelle 1. Zusammenstellung der bekanntesten zu H,-Aktivierung befdhigten 
heterotrophen Bakterien. 
ee 


Organismus 


Substrat 


Endprodukt 


Autor 


a 


Bact. spec. 


E. coli 


Proteus vulgaris 


Clostridium 


Cl. welchit 


Cl. sporogenes 


Cl. kluyveri 
Bact. delbriickii 


Sporovibrio desul- 
furicans 


Sporovibrio desul- 
furicans 


Acetobacter 
peroxydans 


Micrococcus 
phosphoreus 


Micrococcus 
denitrificans 


Methanobacterium 
barkert 

Methanobacterium 
omelianskit 


Methanobacterium 
formicicum 


Methanococcus 
vannielit 


Azotobacter 


Kohlendioxyd, 
Kohlenmonoxyd, 
Ameisensaure, 
Formaldehyd, 
Methanol 


Kohlendioxyd 


Isotopenaustausch 


Kohlendioxyd 
Nitrat 


Aminosauren 


Acetat u. Acetyl- 
phosphat 


Nitrat, Sauerstoff 


Sulfat, Thiosulfat, 
Schwefel 


Sulfat, Sulfit, ele- 
ment. Schwefel 


Sauerstoff, Wasser- 
stoffperoxyd 


Nitrat, Sauerstoff 
Fumarsaure 


Nitrat, Sauerstoff 
und andere 


Kohlenmonoxyd 


Kohlendioxyd 
Kohlendioxyd 


Kohlendioxyd 


Methan 


Ameisensaure 


Essigsiure 
Ammoniak 


Produkte der 
reduktiven Des- 
aminierung 


Buttersaure 


Schwefelwasser- 
stoff 


Schwefelwasser- 
stoff 


Wasser 


Methan 


Methan 
Methan 


Methan 


STEPHENSON u. 
STICKLAND (1933) 


Woops (1936) 


HOBERMANN u. 
RITTENBERG (1943) 


WIERINGA (1936) 
Woops (1938) 


HOOGERHEIDE u. 
KocHotaty (1938) 


STADTMAN u. 
BaRKER (1949) 


NAKAMURA u. 
YamaGata (1937) 


STEPHENSON u. 
STICKLAND (1931) 


PostGatE (1951) 
WIELAND u. PISToR 
(1936) 

Nakamura (1938) 


KLUYVER (1953) 


KQLUYVER u. 
SCHNELLEN (1947) 


STADTMAN u. 
BaRKER (1951) 


PHELPS u. 
Witson (1941) 


hemmt, besonders wenn es zu Beginn des Wachstums gegeben wird (Br- 
LEN, 1951, an Z. coli). Bei Azotobacter vinelandii betriigt der Qu, (N) MBI 
von Zellen, die unter N,-Fixierung gewachsen sind, 23000, auf Ammon- 
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acetat 6100 und auf Nitrat gezogener Zellen 7200. Dieses Verhaltnis wird 
in diesem speziellen Falle als enge Verkniipfung von Hydrogenase und 
Nitrogenase angesehen (GREEN u. Wixson, 1953). Selbst Knallgasbak- 
terien weisen nach Kultur auf einem Medium mit Ammoniak als N- 
Quelle unter sonst gleichen Bedingungen eine héhere Hydrogenase- 
aktivitét auf als auf KNO,-haltigem Medium gewachsene (SCHLEGEL, 
unver6ffentlicht). DaB ausgesprochener N-Mangel zu einer Herabsetzung 
der Aktivitaét der an der Aufnahme und Entbindung des H, beteiligten 
Enzyme fiihrt (Dz Lry, 1951, an Z£. coli), tiberrascht nach den ent- 
sprechenden Befunden an anderen Dehydrogenasesystemen nicht. 
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c) Photoautotrophe Bakterien. 


Mit der Entdeckung, da8 auch Purpurbakterien in der Lage sind, gas- 
formigen Wasserstoff im Photosynthese-Stoffwechsel zu verwerten 
(ROELOFSEN, 1934, Garrron, 1935), begann der molekulare Wasser- 
stoff in der vergleichenden Biochemie der Photosynthese eine Rolle zu 
spielen. 

ROELOFSEN (1934) untersuchte an einigen Thiorhodaceen den Einflu8 
verschiedener Faktoren auf den Dunkel- und Lichtstoffwechsel und fand, 
sofern CO, anwesend war, eine H,-Aufnahme im Dunkeln, die im Licht 
erheblich rascher verlief. Unter einem ganz geringen Na,S-Zusatz 
(0,005% Na,S) wurde unter H,/8°CO,-Atmosphire im Licht auch gutes 
Wachstum erzielt. An Athiorhodaceen (Rhodovibrio) konnte dann GaAFF- 
RON (1935) quantitative Ergebnisse erzielen und einen H,/CO,-Quotien- 
ten von 2 ermitteln. 

2H, + CO, = CH,O + H,O. [15] 

Kine Aufnahme von H, wurde auch bei der Nitratreduktion und 
Acetatvergirung beobachtet. 

Hinsichtlich der Lichtreaktion, nicht der Reduktion im Dunkeln, 
konnte Nakamura (1937) an Rhodobacillus palustris diese Ergebnisse 
bestitigen. Spatere Untersucher kamen mit etwas abgeiinderten Me- 
thoden zu H,/CO, = 2,3 bis 2,9 (WEsSLER u. FRENCH, 1939, bei Strepto. 
coccus varians) und 2 (WassInK, 1942, bei Chromatium Stamm D).. 
NAKAMURA Wies nicht nur die H,-Aufnahme an sich nach, sondern machte 
auf Grund von Versuchen mit Methylenblau, Nitrat, Nitrit u.a. H-Ac- 
ceptoren fiir diese H,-Aktivierung das Ferment Hydrogenase verantwort- 
lich. Im Gegensatz zu RoELorsEN und GAaFFRON nahm er aber an, dab 
der aufgenommene Wasserstoff nicht direkt zur CO,-Reduktion benutzt 
wird, sondern wie auch H,S und andere H-Donatoren mit den bei der 
H,S-Spaltung zuriickgebliebenen OH-Radikalen reagiert, da der zur 
CO,-Reduktion benutzte Wasserstoff also aus dem Wasser stammt. Auer 
den schon genannten H-Acceptoren vermag Rhodobacillus palustris noch 
Fumarsiure, Thiosulfat, Schwefel und O, zu reduzieren (NAKAMURA, 
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1937b), die Thiorhodacee Chromaticum minutissimum aber Sulfat, Sulfit 
und Thiosulfat. 

Auf Grund ihrer weitgespannten Untersuchungen sahen NAKAMURA u. 
YAMAGATA (1937) die Hydrogenase als eine fiir molekularen Wasserstoff 
spezifische Dehydrogenase an und machten die Acceptorspezifitaét von 
der Anwesenheit eines spezifischen Enzyms ,,Nitratreduktase‘‘, ,,Sulfat- 
reduktase“ usw. abhingig, eine Auffassung, die bis heute unwider- 
sprochen geblieben ist. 

H-Acceptor < Zwischenacceptor < H, 
,,Reduktase‘ Hydrogenase. 

Auf einem Malat-Thiosulfat-Medium gewachsene Thiorhodaceen 
(Chromatium St.D) kénnen zur CO,-Reduktion sowohl Thiosulfat als 
auch H, als H-Donator benutzen; doch entfallen bei kombinierter Ver- | 
abreichung auf H, nur 32 Mol% (Wassinx, Katz u. DoRRESTEIN, 1942). 


An Purpurbakterien wurde auch zum ersten Male die H,-Verwertung 
mit dem Phosphatstoffwechsel in Beziehung gesetzt (WassiINK, TIA u. 
WintEeRMANS, 1949). Chromatium St.D nimmt im Licht anorganisches 
Phosphat in die Zellen auf. Wenn auch keine Bestimmung des organi- 
schen, leicht abspaltbaren Phosphats erfolgte, so ist doch anzunehmen, 
daB das aufgenommene, anorganische Phosphat in organisches tber- 
gefiihrt wurde. Da die Phosphataufnahme unter einer Atmosphare von 
N,/30%H, ungleich gréBer war als unter N,/1%CO;, erscheint es wahr- 
scheinlich, daB die Bildung von energiereichem Phosphat unter H,-Auf- 
nahme vor sich geht. 
 Kiirzlich wurde die Photoreduktion der Kohlensiure mittels H, durch 
ae abeltt rubrum unter Verwendung von “CO, weiter verfolgt 
(Giover, Kamen u. VAN GENDEREN, 1952). Der wahrend der ersten 
12 sec eingebaute C verblieb fast quantitativ in den Phosphatestern der 
wasserloslichen Fraktion, wobei fast 40% auf die Phosphoglycerinsaure 
entfielen. Wenn ein Dunkeleinbau auch erfolgte, so war er doch betracht- 
lich geringer als der 1CO,-Hinbau im Licht. 


d) Algen. 

Nachdem die Fahigkeit zur H,-Aktivierung und Photoreduktion des 
Kohlendioxyds mittels molekularen Wasserstoffs einmal an den photo- 
trophen Purpurbakterien entdeckt worden war, lag die Vermutung nahe, 
da8 auch photoautotrophe griine Organismen von dieser Méglichkeit — 
wenigstens unter bestimmten Bedingungen — Gebrauch machen kénn- 
ten. So hat auch RornoFsen (1934) bereits versucht, die Alge Sticho- 
coccus bacillaris zur H,-Aufnahme zu bewegen, doch ohne Erfolg. GAFF- 
RON (1940) gelang es, je einen Stamm von Scenedesmus und Rhaphidium 
in Kultur zu nehmen, die sich an anaerobe Bedingungen anpassen. lieBen 
und den molekularen Wasserstoff als H-Donator benutzen kénnen. Wird 


| 
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Scenedesmus anaerob gehalten, so wird nach einem langeren Verweilen 
in N, oder H, in den Zellen ein gewisser ,,reduzierter Zustand erreicht 
(und dabei wahrscheinlich Hydrogenase oder ein hydrogenaseartiges 
Ferment aktiviert), in dem bei Belichtung eine Entwicklung von Assi- 
milations-O, unterbleibt. Unter einer H,-CO,-Atmosphire ist bei Be- 
lichtung eine H,-Aufnahme ohne gleichzeitige O,-Entbindung zu beob- 
achten. Wie bei den Purpurbakterien betraigt H,/CO, = 2. Mit der Er- 
hohung der Lichtstiirke steigt die Intensitat der Gasaufnahme zunachst 
an, um dann bei einer Lichtstarke von 500 Lux zu einer O,-Entbindung 
zu fiihren. Es reichern sich dann die peroxydischen Zwischenprodukte 
der Photosynthese so stark an, daB die zur Verfiigung stehenden H- 
Donatoren nicht mehr ausreichen und eine assimilatorische O,-Abschei- 
dung erfolgt. Eine anschlieBende Herabsetzung der Lichtstirke hat noch 
keine erneute H,-Aufnahme zur Folge. Diese kann erst durch eine langere 
anaerobe Vorbehandlung erreicht werden. Wird anaerob adaptierter 
Scenedesmus in einer H,/1°%O,-Atmosphire gehalten, so wird H, auch im 
Dunkeln mit O, verbrannt, also eine Knallgasreaktion durchgefihrt, 
die mit einer Chemosynthese gekoppelt werden kann (GaArFFrRon, 1942a) 
6H, + 20, + CO, —> (CH,O) +5H,0. 

Einiger Bemerkungen bediirfen auch die Ergebnisse von Hemmungs- 
versuchen mit spezifischen Giften. Bei der Knallgasreaktion wird durch 
Cyanid zuerst die CO,-Reduktion unterbunden und dann das Hydro- 
genasesystem gehemmt. NH,OH schaltet, wenn es tiberhaupt wirkt, nur 
die CO,-Reduktion aus, wirkt aber nicht auf das Hydrogenasesystem. 
Auch Dinitrophenol hemmt nur die CO,-Assimilation, ohne die H,-Oxy- 
dation zu beeintrachtigen. Die Reduktion der Kohlensiure im Licht 
(Photoreduktion) mittels H, wird durch Cyanid stiirker gehemmt als die 
normale Photosynthese, woraus folgt, daB die O,-Freisetzung nicht der 
empfindlichste Proze8 der Photosynthese sein kann (GAFFRON, 1942b). 
Dinitrophenol hemmt auBerordentlich; Kohlenmonoxyd hemmt alle 
Phasen der Photoreduktion und wird als spezifischer Hemmstoff der 
Hydrogenase angesehen. Es fordert dadurch die Riickfiihrung in den 
unempfindlichen ProzeB der normalen Photosynthese. Hydroxylamin. 
beeintrachtigt den stationiren Zustand der Photoreduktion weniger als 
die normale Photosynthese; obwohl es die Adaptationsreaktion, also 
die Umschaltung auf den PhotoreduktionsprozeB, auch hemmt, schiitzt 
es (10-*m) den anaeroben Stoffwechsel vor der Riickkehr zur gewéhn- 
lichen aeroben Photosynthese auch bei héheren Lichtstiirken. AuBer 
NH,OH haben noch andere Substanzen von ganz verschiedenem che- 
mischen Charakter wie o-Phenanthrolin, Vitamin K oder Phthiokol die 
Kigenschaft, mit steigender Konzentration die Photoreduktion bis auf 
den halben Maximalwert herabzusetzen und den Restumsatz unbeein- 
fluBt zu lassen. Ferner wird die Photoreduktion gegen die mit steigender 
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Lichtintensitét normalerweise erfolgende Riickkehr zur normalen Photo- 
synthese stabilisiert (GarFrRon, 1945). 

Seither wurden eine ganze Reihe von Algen fiir fahig befunden, H, in 
einer Photoreduktion zu nutzen, darunter Synechococcus elongatus als Ver- 
treter der Cyanophyceae (FRENKEL, GAFFRON u. BATTLEY, 1949/50), Por- 
phyridium cruentum, Porphyra umbilicalis (Rhodophyceae), Ascophyllum 
nodosum (Phaeophyceae) und Ulva lactuca unter den Chlorophyceae 
(FRENKEL u. RincEr, 1951). Sogar die Chloroplasten héherer Pflanzen 
sollen Hydrogenase enthalten und zur CO,-Reduktion mit Hilfe des 
molekularen Wasserstoffs fahig sein (BorrscHENKO, 1950/51). Der durch 
isolierte Chloroplasten aus T'rifolium und Primula unter einer Atmo- 
sphare von H,/2°%,0,/4CO, fixierte Kohlenstoff wurde in Uronsiuren und 
carboxylgruppenreichen organischen S&éuren wiedergefunden (V1No- 
GRADOV, BorrscHENKO u. BaRAnov, 1951). 

Der Mechanismus der Photoreduktion ist noch ebenso unklar wie der 
der Photosynthese. Die wichtigsten Denkméglichkeiten hat bereits GAFF- 
RON (1940) diskutiert. Wenn der molekulare Wasserstoff direkt an die 
Stelle des Wassers trate, so wiirde das eine zu tiefgreifende Umstellung 
des Photosynthesestoffwechsels sein. Gleichfalls abzulehnen ist die An- 
nahme, daB der Photosynthesemechanismus normal erhalten bleibt und 
der gebildete O, mit H, in einer Knallgasreaktion umgesetzt wird. Mit 
Nakamura (1937) nimmt Garrron an, da CO, mit dem aus Wasser 
abgespaltenen Wasserstoff reduziert wird und die als Rest zuriickbleiben- 
den Photoperoxyde sowohl in den Bakterien als auch in den Algen ver- 
mittels des Hydrogenase aktivierten Wasserstoffs reduziert werden, oder 
verallgemeinernd ausgedriickt, vermittels aller H-Donatoren, fiir die 
spezifische Enzyme vorhanden sind. Eine Darstellung im Zusammen- 
hang mit den Problemen der Photosynthese findet sich bei Prrson 
(1950/53). Der erérterten Frage wiire wohl schon langst mit der Isotopen- 
technik nachgegangen worden, wenn es sich nicht gerade um Wasser- 
stoff handelte, der auch schon ohne jede enzymatische Katalyse mit 
seinen Isotopen rasch ausgetauscht wird (FaRKAS u. YUDKIN, 1934, 
HoBERMANN u. RITTENBERG, 1943). 


III. Beziehungen zwischen H,-Stoffwechsel und N,-Fixierung. 

Eine iiberaus fruchtbare Anregung hat die Erforschung der mit dem 
H,-Stoffwechsel im Zusammenhang stehenden Fragen durch die Ent- 
deckung erfahren, dai sich molekularer Wasserstoff bei der N,-Fixierung 
des Rotklees nicht biologisch inert verhilt, sondern als spezifischer 
Hemmstoff des Fixationsprozesses anzusehen. ist (WiLson u. UMBREIT, 
1937). 

Diese Fragestellung vermochten die Untersuchungen an 3 Azotobacter- 
arten (A. chroococcum, A. agile, A. vinelandii) zu bestatigen (Wyss u. 
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Witson, 1941). Wihrend die N,-Fixierung von den zur Verdiinnung der 
N,-Atmosphiire (0,3 at. N, + 0,2 at. O,) verwendeten Edelgasen He oder 
Ar in keiner Weise beeintrachtigt wird, setzt H, die N,-Bindung betracht- 
lich herab. Da& die Hemmung des Wasserstoffs nicht auf einer unspezi- 
fischen Hemmung irgendwelcher Wachstumsprozesse beruht, beweist der 
Befund, daB die Assimilation gebundenen Stickstoffs (NH,NO;) von H, 
in keiner Weise beeintrachtigt wird. . 

Der Nachweis einer aktiven Hydrogenase in Azotobacter (PHELPS u. 
Witson, 1941, Witson, Lez u. Witson, 1942) loste eine Reihe von Ver- 
mutungen tiber die Beziehungen zwischen N,-Fixierung und H,-Aktivie- 
rung aus, die sich spiter zwar nicht in ihrem vollen Umfange bestatigen 
lieBen, aber fiir die Erforschung der vergleichenden Biochemie der N,- 
Bindung einen groBen Arbeitsimpuls darstellten. Man nahm an, daf 
zwischen Nitrogenase, dem Enzym, das den ersten Schritt der N,-Bin- 
dung bewirken soll, und Hydrogenase in dem Sinne ein engerer Zusam- 
menhang besteht, daB alle zur N,-Fixation befahigten Organis- 
men auch den molekularen H, aktivieren kénnten. Bei Azoto- 
bacter haben die weiteren Untersuchungen wirklich eine weitgehende 
Ubereinstimmung im Verhalten der beiden Enzyme gegeniiber verschie- 
denen Ernahrungseinfliissen aufgedeckt. So setzt beispielsweise Nitrat-N 
sowohl die Hydrogenaseaktivitit als auch die N,-Fixation herab, sogar 
wenn unter Knallgasatmosphire kultiviert wird (LEE u. WItson, 
1943). Auch in spiteren Arbeiten (GREEN, ALEXANDER u. WILSON, 1953) 
kommt tibereinstimmend zum Ausdruck, daB die unter N,-Fixierung ge- 
wachsenen Bakterien gegeniiber den mit gebundenem Stickstoff versorg- 
ten eine erheblich héhere Hydrogenaseaktivitit haben. Doch traten eine 
Reihe von Mutanten auf, die zwar keinen N, mehr nutzen konnten, aber 
noch tiber eine funktionsfihige Hydrogenase verfiigten. Eine obligato- 
rische Verkniipfung beider Fahigkeiten scheint also selbst bei diesem 
Organismus nicht vorzuliegen. 

Im Falle der symbiontischen N,-Fixierung der Leguminosen hatte eine 
griindliche Untersuchung erwiesen, da weder frisch aus den Kndéllchen 
entnommene Bakterien noch in Reinkultur auf Agarmedium gezogene 
Rhizobien Hydrogenase enthalten (WiLson, Burris u. Corren, 1943). 
Da die Knéllchenbakterien eine hohe Eigenatmung besitzen und nur 
schwer von den mitgeschleppten Substratresten und Membranschleimen 
zu trennen sind, wurde Hydroxylamin, das (m/1000) die Atmung viel 
stirker hemmt als die Hydrogenasefunktion, zugesetzt. Aber selbst unter 
diesen Bedingungen verliefen alle Versuche, eine H,-Aktivierung nach- 
zuweisen, negativ (WILSON u. Witson, 1943). 

Auch bei Clostridium pastewrianum, das als anaerober N,-Fixierer be- 
sonderes Interesse erregte, erwies sich der Vorgang der N,-Bindung nicht 
nennenswert empfindlich gegen H,. Es wird nur das AusmaB, nicht die 
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Geschwindigkeit der Bindung herabgesetzt (RosENBLUM u. WILSON 
1950). Dieser Befund braucht noch nicht zu dem Schlu8 zu filhren, dak 
sich der FixierungsprozeB von dem bei Azotobacter grundlegend unter- 
scheidet, sondern kann bei einem prinzipiell gleichen Mechanismus seine 
Ursache darin haben, daB Clostridium beim Kohlenhydratabbau nor- 
malerweise H, entbindet und daher auf sein Vorhandensein im Medium 
in gewisser Weise eingestellt ist. 


Angeregt durch die zuerst von P. W. Witson ausgesprochene Ver- 
mutung, daB zwischen N,-Bindung und H,-Aktivierung auch insofern 
eine Beziehung besteht, als alle hydrogenaseaktiven Organismen 
auch zur N,-Bindung befahigt sein sollten, wurde unter den hydro- 
genasehaltigen Organismen eine Nachsuche angestellt, die im Laufe 
weniger Jahre (1949—1953) zur Entdeckung einer gréBeren Anzahl von 
stickstoffbindenden Arten fiihrte, als seit HeLLRieGEL u. WILLFAHRT 
(1886) bis 1949 bekannt geworden waren. In dieser Feststellung kommt 
der groBe Erfolg der vergleichenden Biochemie am besten zum Ausdruck. 
Begiinstigt wurden diese Forschungen durch die Entwicklung der Iso- 
topentechnik. In vielen Fallen waren die Effekte jedoch so groB, daB sie 
nachtraglich auch nach der tiblichen KyELDAHL-Methode erfaBt werden 
konnten. 


Die Entdeckung der N,-Fixierung bei den Purpurbakterien nahm 
ihren Ausgang von der Beobachtung (KAMEN u. Gest, 1949), daB die 
H,-Entwicklung im Licht bei Rhodospirillum rubrum nur unter Edelgas 
oder H,-Atmosphire vor sich geht, nicht aber unter N,. An wachsenden 
Kulturen konnte die N,-Bindung mittels &N, auch mihelos nachgewiesen 
und spater sogar nach der KsELpauu-Methode bestatigt werden (Linp- 
sTROM, Burris u. Witson, 1949). Bald darauf wurden entsprechende 
Befunde von Schwefelpurpurbakterien (Chromatium, an dem durch NEw- 
TON u. WILSON [1952] auch die N,-Hemmung der H,-Entwicklung be- 
stiitigt wurde) und griinen Bakterien mitgeteilt (Livpstrom, Tove u. 
Wuson, 1950) und die Zahl der gepriiften und zur N,-Bindung fir fahig 
befundenen Arten (Rhodopseudomonas : 4 Arten; Rhodomicrobium van- 
nielit) vermehrt (LiInpstRom, Lewis u. Prnsky, 1951). SchlieBlich konn- 
ten SISLER u. ZOBELL (1950, 1951) zeigen, daB auch der sulfatreduzie- 
vende, hydrogenaseaktive Anaerobier Desulfovibrio desulfuricans zur N,- 
Bindung befahigt ist. 


Wiederholte Versuche, eine N,-Bindung bei anderen H,-aktivierenden 
Organismen, wie L. coli, Proteus vulgaris, Scenedesmus und Hydrogeno- 
monas nachzuweisen, schlugen jedoch fehl. Der Besitz von Hydrogenase 
allein berechtigt also noch nicht zu der Voraussage, daf eine Stickstoff- 
fixierung stattfinden kann (WiLson, 1952). Es wird jedoch darauf hin- 
gewiesen, daB ,,other strains of H ydrogenomonas should be tested since 
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this organism is the ideal candidate for the aerobic, autotrophic slot” 
(Witson, 1952). 

Wenn abschlieBend festzustellen ist, daB weder alle Stickstoff-Fixierer 
Hydrogenase enthalten noch vice versa alle der H,-Aktivierung fahigen 
Organismen den molekularen Stickstoff zu nutzen vermégen, so hat sich 
doch die Witsonsche Konzeption in zahlreichen Fallen bewahrt und zur 
Aufdeckung vorher kaum fiir méglich gehaltener Zusammenhange ge- 
fiihrt. 


IV. Charakterisierung des H,-aktivierenden Fermentes. 


Die Vorstellung, da& Hydrogenase oder das Hydrogenasesystem mole- 
kularen Wasserstoff aktiviert und auf Zwischenacceptoren tibertragt, 
von denen er dem Oxydationssystem zugeleitet wird (NAKAMURA u. 
YAMAGATA, 1937), wurde von UMBREIT (1950) prazisiert 


H, == 2H = A + 2e- “+ zu Ubertragern [16] 


zu Ubertragern 
(Zwischenacceptoren). 

Von den 4 im Schema gegebenen Reaktionen betrifft nur a die Hydro- 
genasewirkung im engeren Sinne und es ist noch nicht bekannt, ob b, ¢ 
und d durch dasselbe Enzym katalysiert werden. Der Losung dieser 
Frage ist auf 2 Wegen naher zu kommen: Durch Anwendung von Test- 
methoden hoherer Spezifitat fiir den Vorgang der H,-Aktivierung unter 
Ausschaltung mdglicher Zwischenreaktionen und durch Herstellung 
zellfreier Extrakte mit dem Ziel der Isolierung des Fermentes. 


Das erste hydrogenasewirksame zellfreie Praparat wurde aus L£. coli 
gewonnen (BovaRNIcK, 1941). Nach der Glaspulverreibemethode her- 
gestellte Extrakte enthielten neben einigen Dehydrogenasen auch Hydro- 
genase. Durch Gefrieren und Trocknenim Vakuum und Wiederauflésen in 
destilliertem Wasser wurde das Enzym nicht geschiidigt (KALNITZEI u. 
WERKMAN, 1943). Weitere Untersuchungen an J. coli-Hydrogenase 
liegen von Back u. Mitarb. (1946) und JoKirK (1950) vor. Die Extrakte 
wurden durch Reiben mit Glaspulver im Morser und Herauslésen mit. 
dest. Wasser, Phosphatpufferlosungen oder Kaliumchloridlésung her- 
gestellt. Sie erwiesen sich bei Aufbewahrung am Eispunkt als recht 
stabil. Die Aktivitat der abzentrifugierten zellfreien Lésung wurde an 
der manometrisch gemessenen H,-Aufnahme mit Methylenblau als H- 
Acceptor bestimmt. Die 2 gipflige Aktivitits-py-Kurve hatte Optima bei 
pu 6,7 und 7,7. Eine fraktionierte Ammonsulfatfallung fiihrte zwar zu 
einer Erhohung der Aktivitit (bezogen auf Gesamt-N) und Einengung 
in der H-Acceptorspezifitaét, aber nicht zu einem einheitlichen Enzym- 
priparat. Hemmungsversuche zeigten, dafs Schwermetallsalze (CuSO,, 
HgSO,, AgNO, u. a.) stark giftig wirken; aber auch Cyanid, Azid und 
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Kohlenmonoxyd beeintrichtigten die Wirksamkeit des Praparates. Im 
ganzen waren die Ergebnisse aber noch so komplex, da nur wenig tiber 
die Natur des Fermentes ausgesagt werden konnte. An hydrogenase- 
wirksamen Extrakten aus Azotobacter (LEE, WILSON u. Witson, 1942) 
lieB sich zum ersten Male eine zellfreie Knallgasreaktion demonstrieren. 
Ferner wies die Tatsache, daB Cyanid die Methylenblaureduktion mittels 
H, stimuliert, die H,-Oxydation aber hemmt, darauf hin, daf die Hydro- 
genase in Azotobacter kein schwermetallhaltiges, cyanidhemmbares Fer- 
ment sein kann. 

Bei der Fortsetzung der Untersuchungen an Azotobacter vinelandii 
(HynpMAN, Burris u. Witson, 1953) wurde nach der Alumina-Methode 
vorgegangen. Zur Verwendung kam allerdings nicht ein teilchenfreier 
Extrakt, sondern eine durch Zentrifugieren mit 29000 g erhaltene Frak- 
tion von subcellularen Partikeln. Diese zellfreien Teilchen vermochten 
auBer Methylenblau und Sauerstoff auch eine Reihe von Redoxfarb- 
stoffen, Ferricyanid und Cytochrom c¢ zu reduzieren, wihrend eine Re- 
duktion von Diphosphopyridin-Nucleotid (DPN) nicht festgestellt wer- 
den konnte. Die Durchpriifung einer Reihe von komplexen und reinen 
Substanzen auf ihre mégliche Co-Ferment-Wirksamkeit bei der H,-Auf- 
nahme mit Ferricyanid als H-Acceptor blieb ohne Erfolg. 

In einer Paralleluntersuchung an Azotobacter vinelandii und Az. agile 
(GREEN u. Witson) zeigten sich Unterschiede zwischen den aus beiden 
Organismen hergestellten Enzympraparaten schon in der Stabilitat wah- 
rend der Lagerung, die bei Az. agile sehr gering war. p-Chloromercuri- 
benzoesdure (10-'m) fiihrte zu einer Hemmung, die bei Verabreichung 
des Giftes unter Luft starker war als unter H,. Die Hydrogenaseaktivi- 
tat ist vorwiegend an die Partikelfraktion (29000 g) gebunden. 

Eine noch weitergehende Anreicherung ist Gust (1952) an zellfreien 
Extrakten aus Z.coli und Rhodospirillum rubrum gelungen. Wenn 
acetongetrocknete Zellen auch iiber eine hinreichende Aktivitét ver- 
fiigen, so ist doch frischen Zellen der Vorzug zu geben. Hine Anreicherung 
des Enzyms aus den Extrakten, deren wirksamste auch hier nach der 
Alumina-Methode erhalten wurden, war durch fraktionierte Ammon- 
sulfatfallung in der Kilte und Adsorption an MnO, moglich. Die Auf- 
bewahrung erfolgte am schonendsten bei 5° C unter H,; im gefrorenen 
Zustand oder an der Luft erleidet das Priiparat erhebliche Aktivitats- 
verluste. Die Vermutung (JoKiik), da Rhodospirillum-Hydrogenase 
essentielle Sulfhydrylgruppen enthalte, lieB sich nicht bestatigen. Ks 
war weder eine Reaktivierung des durch Luft-Sauerstoff geschadigten 
Enzyms mittels Cystein méglich, noch tibte der spezifische SH-Gruppen- 
Inhibitor p-Chloromercuribenzoesiiure (10-?m) eine nennenswerte 
Hemmung aus. Da andererseits auch Schwermetallkomplexbildner 
wie 1,10-Phenanthrolin, ««’-Dipyridyl und Diithyldithiocarbamat in 
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Konzentrationen bis 0,01 mol/l selbst nach lingerem Kontakt die Hydro- 
genasepriiparate nicht hemmen, scheinen auch keine Schwermetalle an 
der Aktivitit beteiligt zu sein. Als H-Acceptoren eignen sich weder DPN 
noch Kaliumferricyanid, Sulfat oder Nitrit, sondern nur Methylenblau. 

Nachdem bereits festgestellt worden war (STADTMAN u. BARKER, 1949), 
daB zellfreie Extrakte aus Ol. kluyveri in der Lage sind, eine Reihe von 
Reduktionen mittels molekularem H, zu bewirken, so u. a. die von Vinyl- 
essigsiure oder Essigsiure + Acetylphosphat zu Buttersaure, 

CH, = CH — CH,— C00’ + H,> OH, — GH, — GB. Cool 

O 
CH; — co — PO,” + CH, — COO’ + 2H, + CH; — (CH,), — COO’ 
+ HPO,” + H,0 

ist an dialysierten Extrakten aus Cl. klwyvert nun auch die Fahigkeit zur 
DPN-Reduktion beobachtet worden (KoRKES u. STADTMAN). In einem 
System von DPN, Milchsiure-Dehydrogenase und Cl. klwyveri-Extrakt 
wird H, aktiviert und auf Brenztraubensaure tibertragen. 
Milchsaure-Dehydr. 
+ DPN + Extrakt 

Bei Koppelung des hydrogenasehaltigen Extraktes mit Triphospho- 
pyridin-Nucleotid und einem Hefeenzym, das Glutathion (GSSG) re- 
duziert (GSH), geht eine Glutathionreduktion unter H,-Aufnahme vor 
sich, 


> Milchsaure. 


Brenztraubensaure + H, 


H, + GSSG > 2GSH. 


Bei langdauernder Dialyse geht dem Extrakt ein hitzestabiler, an- 
scheinend metallhaltiger Faktor verloren. 

Mit den tiblichen Nachweisreaktionen der Aktivierung des molekularen 
Wasserstoffs, der Reduktion von O,, Methylenblau oder anderen H-Ac- 
ceptoren, werden auBer dem eigentlichen Aktivierungsvorgang [16a] 
noch eine Reihe von Ubertragungsvorgiingen erfaBt. Da infolgedessen 
dem Ferment Hydrogenase leicht Eigenschaften zugeschrieben werden 
kénnen, die in Wirklichkeit den Ubertragern zukommen, zielten einige 
Untersuchungen darauf ab, eine Methode zu finden, mit der die reine 
H,-Aktivierung gefaBt werden kann. Als solche wurde die Austausch- | 
reaktion 

D, + H,O = HD + HDO ' 
mit schwerem Wasserstoff und neuerdings mit Tritium mehrfach an- 
gewandt (Smirx u. Mitarb., 1952, 1953). 

Auf die auch dieser Methode eigenen Schwierigkeiten haben bereits 
Farkas u. YUDKIN hingewiesen. Auch ohne enzymatische Katalyse 
findet zwischen Wasser und molekularem Wasserstoff ein Austausch 
statt, der die Fermentwirkung teilweise iiberdeckt. HoBERMANN u. 
RITTENBERG untersuchten nach dieser Methode die BeeinfluBbarkeit der 
Hydrogenase von Proteus vulgaris (ruhende Zellen) durch Gifte und 
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Luftsauerstoff. Aus der Tatsache, da8 durch Schiitteln mit Luft eine 
teilweise, reversible Inaktivierung eintrat, die durch Zusatz reduzieren- 
der Agentien oder unter H, riickgaingig zu machen war, kann man 
schlieBen, da das Ferment in einem oxydierten und einem reduzierten 
Zustand vorkommt, wobei reduzierende Bedingungen (Anaerobiose, H,) 
mit der Dauer ihrer Einwirkung die Aktivitit steigern (Farkas uw. 
FiscuEer). Da KCN im oxydierten Zustand bedeutend stirker hemmt 
als im reduzierten Zustand und die Kohlenmonoxydhemmung im Licht 
riickgingig zu machen ist, sehen die Verf. im H,-aktivierenden Ferment 
eine Hisen-Porphyrin-Verbindung. Es darf aber nicht iibersehen werden, 
daB der Isotopenaustausch nur iiber ein Ionengleichgewicht hinweg er- 
folgen kann, folglich mit der Austauschreaktion nach 


2H 4-.2e- == 2H = H, 

tt 

2H+ + 20H- = 2H,0 

tt 

2DT + 2e-= 2D=D, 
die Vorginge a und 6b erfaBt werden (UmBREIT). Eine Methode, nach der 
mit Sicherheit nur die Aktivierung des molekularen H, (a) gemessen 
werden kann, existiert nicht. Namentlich nach den Befunden an zell- 
freien Extrakten aus Rhodospirillum rubrum (GEsT, 1952) hat es fast den 
Anschein, daB die Verwendung von Methylenblau als H-Acceptor und 


Indicator der H,-Aktivierung nicht weniger spezifisch ist als der Deu- 
terium-Austausch. 


Es mu8 vorlaufig noch dahingestellt bleiben, ob das Hydrogenase- 
ferment bei all den Organismen, die molekularen Wasserstoff aktivieren 
k6nnen, sei es nun zur autotrophen CO,-Assimilation oder sei es auch nur 
zur gelegentlichen Reduktion anderer H-Acceptoren, ein und dasselbe 
Ferment ist. Die Unterschiede in der Aktivitat, der Stabilitat gegen 
Sauerstoff und verschiedene Einwirkungen wahrend der Préparation der 
Enzyme, der Empfindlichkeit gegeniiber Inhibitoren und Reaktions- 
bedingungen u. a.m. méchten eher darauf hindeuten, daf es sich um 
mehrere Hydrogenasen handelt. Vielleicht ist in einigen Fallen die H,- 
Aktivierung auch auf die Betatigung von Dehydrogenasen mit einem 
relativ groBen Substratbereich zuriickzufithren, die also neben einer Ab- 
spaltung von Wasserstoff aus Substraten auch die Aktivierung mole- 
kularen Wasserstoffs bewirken kénnen. Mit dieser Annahme k6nnten die 
an verschiedenen Organismen gewonnenen, oft einander widersprechen- 
den Befunde eine einleuchtende Erklirung finden. 


Bei der Diskussion der Beziehungen zwischen der Hydrogenase und 
Hydrogenlyase-Reaktion wird hiufig die Anschauung vertreten, daB die 
eine Reaktion der reversible ProzeB der anderen, demnach das wasser- 
stoffseitige Terminalenzym in beiden Fallen das gleiche sei (GAFFRON u. 
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Rusti, Gust, 1952, Woops, 1936). Diese Auffassung hat auch bereits in 
zusammenfassende Darstellungen Eingang gefunden (BRowN u. FREN- 
KEL, Prrson, 1953). Selbst wenn diese Identitat de facto bestiinde, was 
bisher in keiner Weise hat erwiesen werden kénnen, ist vorlaéufig doch 
nicht der weitergehenden Annahme beizuflichten, daB auch die als H- 
Donator und H-Acceptor auftretenden Verbindungen die gleichen sind, 
Beispielsweise miiBten dann die Angehérigen der Coli-Aerogenes-Gruppe, 
fiir die neben den Fahigkeiten zur H,-Aktivierung und -Entbindung 
aus Ameisensiiure auch die zur heterotrophen CO,-Fixierung festgestellt 
worden ist, in der Lage sein, unter autotrophen Bedingungen zu ge- 
deihen. Wenn dazu auch bisher noch keine experimentellen Belege bei- 
gebracht worden sind, so geben die jiingsten Entdeckungen an sulfat- 
und nitratreduzierenden Bakterien doch begriindeten AnlaB zu der Ver- 
mutung, daB Bedingungen hergestellt werden kénnen, unter denen auch 
obligat ,,heterotrophe Organismen unter H,-Oxydation autotroph zu 
leben vermégen. Eine entsprechende Nachsuche unter Vertretern der 
Coli-Aerogenes-Gruppe diirfte zu der angeschnittenen Frage unter Um- 
standen entscheidend beitragen kénnen. 


Unter welchem Blickwinkel die Diskussion iiber den molekularen 
Wasserstoff im Stoffwechsel der Mikroorganismen auch gefiihrt werden 
mag, auf allen Gebieten eréffnen sich dem Bearbeiter Fragestellungen, 
die mit den zentralen Problemen der gegenwirtigen Forschung eng ver- 
kniipft sind. 
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Les Agents de la Fermentation Vinaire*. 


Par 
TOMMASO CASTELLI. 


Avec 2 figures dans le texte. 


(Hingegangen am 8. Januar 1954.) 


Les connaissances relatives aux agents de la fermentation vinaire se 
sont développées parallélement a celles des levures, de sorte que nous 
puissions les répartir en 3 périodes. 

La premiére période, quis’étage des observations de DESMAZIERES 
& PasTEuR et 4 HANSEN, a été certainement remarquable, trés riche 
d’acquisitions utiles et c’est la personalité du savant danois qui la 
domine. C’est dans cette période qu’on établit les bases de étude des 
levures, que l’on décrit les plus importants procédés de fermentation 
et que l’on fixe une technique qui reste de nos jours partiellement 
valable. La seconde période concerne surtout la cytologie des levures, 
et c’est & GUILLIERMOND qu’est due une place prépondérante. La 
troisiéme période peut étre vraiment considérée comme celle de la 
génétique des levures; des études de Kruis et SaTawa on revient 
encore a l’école de Carlsberg, ou, auprés de WincE, débute la phase 
proprement moderne de nos connaissances. 

Le peu de temps mis 4 ma disposition, m’empéche de fournir le 
résumé méme le plus bref de Vhistoire du développement des connais- 
sances relatives aux levures. Je n’ai pas cette intention; ce ne serait 
que répéter des faits et des jugements que les spécialistes connaissent 
parfaitement. Je m’arréterai plutot aux applications ou aux tentatives 
@application pratique qui ont toujours fait suite aux connaissances 
théoriques. 

En effet, il faut reconnaitre que la plupart des chercheurs qui se sont occupés 
de la question vivaient dans des régions, ou la vigne n’était pas intensivement 
cultivée et ou, certes, la production vinaire n’était pas d’une importance économique 
considérable. Par contre, dans ces mémes régions, la boisson la plus répandue 
était et reste encore la biére, c’est pourquoi il s’ensuit logiquement que les appli- 
cations pratiques relatives aux connaissances qui au fur et 4 mesure se dévelop- 
levures se sont fortement orientées vers la production d’un tel pro- 


il parait impossible d’établir une comparaison convenable 
de leur fermentation ne peut échapper 


pérent sur les 
duit. Toutefois le fait qu 
entre la biére et le vin —excepté au moment 
& personne. 

* Rapport présenté au VI° Congrés International de Microbiologie. Rome 
6.—12. Septembre 1953. 


Archiv f, Mikrobiologie, Bd. 20. 22 


324 T. CASTELLI: 


i 
é 


On doit, en effet, considérer la biére comme un produit tout a fait industriel 
puisque la matiére dont elle provient peut étre obtenue toujours avec la meme 
composition, pasteurisée, stérilisée, et que sur cette matiére on inocule en quantité 
determinée, une variété d’espéces de levures bien définie. Le vin est obtenu au 
contraire d’un moiit de raisin et ce produit posséde une composition trés différente 
qui dépend non seulement des régions, mais des conditions variables selon les 
diverses années et surtout selon le cours des saisons. ; 


Le moat de raisin, contrairement au décocté de malt, contient naturellement 
les microorganismes provoquant sa fermentation. Le vin, contrairement a la biére, 
est produit seulement en partie dans des établissements, tandis que la quantité 
la plus importante en est obtenue par les soins de cultivateurs petits ou moyens: 
qui rarement disposent de l’outillage nécessaire. 


Tout le monde sait que la fermentation vinaire débute par l’action 
de levures de forme apiculée et que, dans la suite du développement, 
apparaissent des cellules ovales, elliptiques allongées, qui successive- 
‘ment l’emportent sur les premiéres. En effet, on sait depuis longtemps: 
que le moat de raisin déclanche la fermentation grace au Sacch. apicu- 
latus (qu’aujourd’hui nous appelons Kloeckera apiculata) et nous ajou- 
tons qu’elle est conduite & son terme grace au Sacch. ellipsoideus. En. 
réalité, de nombreux auteurs ont encore observé d’autres formes des 
levures dans le mott en fermentation, mais sans y attribuer une action. 
queleonque, et, comme il était arrivé pour quelques espéces qui in- 
fectaient le mott de la biére, on désigne ces formes par le terme douteux: 
de levures sauvages. 


En réalité, méme actuellement, celui qui examine au microscope des; 
moits de raisin en fermentation, quelque soit leur provenence et leur: 
constitution, se trouve devant le méme phénoméne. Au début on observe: 
des blastomycétes en forme de citron tandis qu’apparaissent successive- 
ment des formes arrondies, ovales, elliptiques qui aprés quelque temps: 
acquiérent une prédominance absolue. Il est logique que tous les in- 
vestigateurs, méme les premiers qui aient pris intérét & la question, se: 
sont souciés, non seulement d’isoler ces formes et d’en donner des: 
descriptions correspondantes, mais d’étudier leur pouvoir fermentatif 
dans le but d’en retirer quelque utilité du point de vue pratique. : 


Je ne veux pas m’étendre sur les recherches que fit MiLLER-THuRGAU!; on les 
connait toutes. Voici un court exposé de leurs résultats: la levure de forme elliptique: 
fournit de grandes quantités d’alcool avec peu de produits secondaires, inverse- 
ment la levure de forme apiculée fournit une minime quantité d’alcool et les pro- 
duits secondaires sont importants. 


MULLeR-THuRGAU soutenait aussi que la levure apiculée, grace & sa conduite: 
biochimique, pouvait exercer une facheuse action sur l’activité normale de la 
levure elliptique au cours de la fermentation. D’ot la conclusion: on retire les 
levures de forme apiculée de la fermentation du mott de raisin ou, plus exacte- 
ment, on crée les conditions les plus favorables afin que le motit de raisin soit 
transformé par les seules levures elliptiques. 
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C’est & partir de ce moment-la qu’on commence A parler, en oenologie, 
de fermentation par «races pures». I] est naturel qu’un trés grand 
nombre d’expérimentateurs en France, en Allemagne et en Italie se 
soient interessés 4 la question et aient tenté de confirmer les résultats 
de MULLeR-TuurGav par leurs propres recherches. 

Aussi Vhabitude d’utiliser des levures pures commence-t-elle a se ré- 

pandre; comme il arrive presque toujours, aux premiers résultats presque 
enthousiasments s’ajoutent des indications absolument négatives; 
plusieurs soutiennent que l’usage des cultures pures en oenologie devait 
étre limité & quelques cas particuliers pour l’obtention de certains 
milieux. 
- Que ces faits s’expliquent normalement par la connaissance insuffi- 
sante que l’on avait de la biologie des levures, et surtout par la hate 
que l’on eut dans l’application & tous les cas des résultats obtenus dans 
certaines conditions particuliéres, voilé ce que nous semblent prouver 
les recherches effectuées par la suite. 


Ainsi DE’Rossi? en Italie et Marrrnanp® en France ne purent confirmer com- 
plétement les résultats obtenus par MULLER-THURGAU; il est intéressant d’observer 
que ces auteurs travaillérent sur des motits provenant de localités assez ressemblan- 
tes: le premier ayant effectué ses recherches sur les motts des coteaux de l’Ombrie, 
VYautre sur ceux de la Moselle. Les deux auteurs soutiennent qu’on ne doit pas 
affirmer que les vins obtenus par fermentation des seules levures elliptiques soient 
meilleurs que ceux obtenus par la fermentation naturelle. 

Les recherches de pDE’Rosst démontrérent clairement que le terme «apiculé» 
avait un sens trés vague et que les levures en forme de citron qu'il avait rencontré 
dans les motits de l’Ombrie devaient se rapporter 4 plusieurs espéces dont l'une, 
dénommée Pseudosaccharomyces magnus (aujourd’hui «Kloeckera magna»), était 
capable de former une bonne quantité d’alcool possédant un pouvoir fermentatif 
de 8—10°. 

MarrInanp soutint que dans les motits de la Moselle, outre les levures de forme 
apiculée et elliptique, on rencontre un certain nombre de levures différentes aux 
dimensions plutét petites, de forme quasi-sphérique, aux cellules groupées, quwil 
désigna par le terme générique de «Torula». 


— Quoiqu’il en soit, le commerce des dites «levures sélectionnées » 
connut une certaine diffusion et, il faut le dire, produisit une impression 
de méfiance auprés des producteurs de vin. Je me rapporte a ce qui 


arriva en. Italie: 

Tls se servaient de matériaux conservés dans des bonbonnes, done de produits 
qui ne pouvaient fournir aucune garantie, soit 4 ’égard du germe qu’ils contenaient 
soit a l’égard de leur état de pureté et d’activité. Je dois méme ajouter qu’on a 
essayé de propager la vente de ces produits, non seulement en les recommandant 
particuliérement pour la préparation des vins blancs ou des vins rouges, mais au 
surplus on mettait sur les étiquettes des noms de vins fameux: 4 vous faire croire 
quw’il aurait suffit d’additionner un type donné de levure & un mott quelconque 
pour avoir un vin de qualités définies et particuliéres. 

- Tl est normal qu’avec ces systemes, non seulement on a surpris la 


bonne foi de quelques agriculteurs crédules, mais on est aussi parvenu 
92* 


ne 
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& produire un vif sentiment de défiance envers un traitement qui, om 
oenologie, & une raison d’étre trés fondée. 

Il y a longtemps qu’on parle de l’emploi des levures sélectionnées, 
et non pas seulement en Italie; mais on pourrait bien se poser la question 
suivante: comment s’est effectuée cette sélection? 

Dans notre cas, le terme «sélection» est adopté dans un sens trés 
large. Nous savons qu’un choix sera d’autant plus judicieux que le 
nombre sur lequel il se portera sera plus élevé, surtout si la matiére sur 
laquelle s’exerce ce choix est de diverses provenances. Mais ou sont les 
travaux qui justifient la possibilité de faire ce choix? 

Jusqu’aé ces vingt derniéres années ils étaient presque inexistants; je 
ne discute pas qu’il ait pu y avoir des hommes de laboratoire ou de 
technique capables d’isoler, & partir des mofits en fermentation, des 
souches de levures pouvant fournir d’excellents résultats dans l’industrie. 
Toutefois, il s’agissait de faits absolument sporadiques qui ne pouvaient 
nous permettre de parler, en oenologie, de l’emploi de levures sélection- 
nées. Ces idées sont d’ailleurs entiérement partagées par les chercheurs 
frangais. 


Tout récemment PEyNaup‘ écrivait: «En France, ott pourtant on peut dire 
que l’étude des levures a été commencée, oti nous avons eu des spécialistes éminents 
comme GUILLIERMOND, les levures de vin n’ont jamais été étudiées spécialement 
dans leur ensemble. Nous n’avons rien & opposer aux nombreux travaux italiens 
de Pécole de CasTELLI, de Pérugia et de Verona de Pisa. Le probléme a été seule- 
ment abordé par JEAN RENAUD, un éléve de GUILLIERMOND, pour les vins du 
Val de la Loire®. Au fond, il faut bien ’avouer, nous ne connaissons pas les levures 
qui font nos vins, ou nous les connaissons bien mal, et ne les connaissant pas, nous 
ne pouvons prétendre savoir les utiliser. C’est cette lacune que nous avons voulu 

. combler et nous avons commencé en 1951 l’étude des levures du Medoc. » 


Dans une communication «Les agents de fermentation du vin et Vinfluence du 
milieu», présentée au IX° Congrés des Industries Agricoles, GENEvoIs® traite le 
sujet d’un point de vue exclusivement bio-chimique. Barret et BrIpAN’ présentérent 
aussi un Ouvrage qui ne repose pas sur des bases biologiques plus larges. 

Je désire maintenant faire un exposé rapide de ce qui a été réalisé & 
V'Istituto di Microbiologia agraria e tecnica dell’ Universita di Perugia. Je 
voudrais démontrer que, si, jusqu’& ces derniéres années, nous ne 
pouvions parler en oenologie de l’usage des levures sélectionnées, 
aujourVhui nous en avons la possibilité. Bien plus, nous pouvons méme 
parler avec certitude des levures de milieu. 

On peut considérer que les recherches minutieuses sur la question 
ont été commencées au cours de la vendange de 1933 lorsque DE’Rosst, 
chargé par la Commission technique des études relatives a la viticulture 
et & l’oenologie, analysa 87 mofits prélevés dans chaque localité de la 
région de l’Umbria et parvint a isoler 373 cultures de blastomycetes. 

Je me propose de m’étendre davantage sur ce point; car ce travail 
fixa une technique qui a été toujours suivie par la suite. Notre but n’a 
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pas été de faire des études descriptives des formes des levures qu’on peut 
trouver dans les motits en fermentation; nous avons voulu pratiquer 
Visolement et par la suite étudier ces formes qui, par le fait qu’on les 
rencontre en nette prédominance aux divers moments de la fermentation, 
doivent étre reconnues comme agents du processus fermentatif. Dans 
ce but, nous avons cru indispensable d’effectuer dans la mesure du 
possible les recherches directement sur place et d’y monter un laboratoire 
provisoire au lieu de recevoir le matériel & Perugia. 

Nous avons analysé les modits et non les raisins parce qu’ils représen- 
tent mieux la constitution chimique et biologique moyenne de la pro- 
duction de la vigne. Les mofits sont prélevés directement sur des fouloirs 
ou des pressoirs ou des bassins et des cuves de fermentation. Autant 
-qu’il a été possible, nous avons essayé de prélever des motits & peine 
obtenus du foulage du raisin et auxquels on n’a ajouté ni sulfite ni 
d’autres substances; mais souvent nous n’avons pu éviter ce fait. 


Dans quelques cas, 4 dessein, on a prélevé des moiits sulfités ou chargés d’autres 
substances. Lorsqu’on montait un laboratoire provisoire sur place, l’analyse était 
effectuée quelques heures aprés le prélévement de |’échantillon; quand les recherches 
étaient conduites 4 Perugia, on se souciait d’entreprendre |’analyse au moins dans 
les 24 heures qui suivaient le prélévement. Afin d’isoler les formes prédominantes 
dans les diverses phases de la fermentation, on réalisait trois analyses, une premiére 
au moment ot le mott n’était pas entré en fermentation ou lorsque cette derniére 
n’avait pas dépassé son premier stade; la seconde dans les 4 jours suivants, ¢’est- 
a-dire lorsque la phase tumultueuse était en plein développement; et la troisiéme, 
dans les 8 jours suivants lorsqu’on pouvait considérer terminée la phase tumultu- 
euse. On commengait chaque analyse par l’examen microscopique du motit, dis- 
posant des préparations que l’on colorait au Zieh] dilué. 

Immédiatement, on préparait des cultures disolement par dissémination en 
utilisant comme matiére solidifiante la gélatine au motit de raisin obtenue en 
mélangeant, au moment de l’emploi, des parties égales de moiit de raisin et de 
la gélatine 4 l’eau dans une double concentration (20%) de colle de poisson. Je 
désire encore plaider en faveur des milieux gélatinés contre les milieux gélosés 
et particuli¢érement du mott de raisin gélatinisé. Ce substratum est considérable- 
ment sélectif et les colonies se présentent d’une fagon trés caratéristique, soit pour 
leur forme, soit pour le pouvoir de liquéfaction de la gélatine et de la production 
éventuelle de pigments. Dans notre cas, une bonne différentiation des divers types 
de colonies se révéle é6tre d’un grand secours, car, comme nous l’avons déja dit, 
nous nous sommes seulement proposés de faire l’isolement et l’étude de ces formes 
qui, en se présentant en excés aux divers moments, doivent étre considérées comme 
responsables de la fermentation normale et naturelle. Chaque échantillon de mout 
et chaque analyse nécessitait trois plaques de Petri avec la gélatine du mott de 
raisin. Le développement suffisant des colonies, propre @ la réalisation de Pisole- 
ment, s’obtenait, 4 la température ambiante de 16°, dans le delai de 5—6 jours 
et le repiquage, précédé d’un scrupuleux examen macroscopique, des colonies 
développées sur la deuxiéme et troisiéme plaque. Sur la premicre plaque, qui 
naturellement offre un developpement trés important de colonies et qui, par con- 
séquent, ne peut étre utilisée pour la péche, on réalisait des préparations par in- 
pression. En déposant a la surface de la gélatine une lamelle et en exergant une 
trés faible pression, on parvient 4 faire adhérer au verre un assez bon nombre de 
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colonies presque intégres et, une fois la préparation colorée, on observe, 4 un fort 
grossissement, les cellules qui constituent chaque colonie. L’idée de prédominance 
qui guidait le choix des colonies s’était acquise par l’examen microscopique des 
motits aussi bien que par l’examen macroscopique des colonies développées sur la 
deuxiéme et troisiéme plaque ou encore par l’observation des préparations par 
impression. Ainsi, aprés avoir déterminé la prédominance, on passe au repique- 
ment et, dés qu’on posséde les cultures pures, on procéde a leur identification 
selon la technique la plus récente. 


Les caractéristiques microscopiques et coloniaires étaient déduites 
d’aprés l’examen de jeunes cultures développées sur mott de biére, moat de raisin, 
gélose de malt et milieu Gorodkowa. 


nN 


Nous recherchions la capacité des levures & former des spores dans les 
mémes cultures sur malt gélosé et Gorodkowa; sur les derniéres qui ne présentaient 
pas de spores nous faisions l’épreuve sur des blocs de pl&tre ou sur la gélatine de 
silice. Le pouvoir de liquéfaction de la gélatine était déterminé en cultures 
piquées dans la gélatine du motit de raisin et, pour toutes les cultures, on déter- 
minait le pouvoir d’assimilation des nitrates ainsi que le pouvoir de dévelop- 
pement en présence d’alcool éthilique comme seule source de carbone. On étudiait 
le pouvoir fermentatif des sucres sur des cultures de bouillon de viande au 
2% de sucre mis dans des tubes avec petite cloche renversée selon le procédé 
Durham. On établissait, par pesée, la quantité d’alcool que pouvait produire 
chaque souche avec la technique suivante: dans un Erlenmeyer de 100 cc., 50 ce, 
de moat de raisin sucré étaient sterilisés 4 ’étuve de Koch pendant 40 minutes, 
sans éloigner le depdt coagulé ou précipité; aprés ensemencement avec la souche 
en examen, on bouchait l’Erlenmeyer avec une valvule de Miiller a l’acide sul- 
phurique. Avec des pesées successives on évaluait le dégagement de CO, et de 
Valcool produit. Ce procédé, méme si nous ne pouvons pas le considérer comme 
exact, donne des résultats trés satisfaisants et correspondants aux données obtenues 
par la methode de distillation. 


Sur beaucoup de souches on a réalisé d’autres déterminations, en particulier on 
appréciait la quantité d’acides volatiles produits. 

Nous nous sommes servis, en grande partie, pour avoir des références syste- 
matiques, de l’ouvrage de STELLING-DEKKER® pour les levures sporogénes et de 
ceux de LoppER" et DrppENs-LoppER"™ pour les asporogénes et pour les levures 
filamenteuses. Sans vouloir discuter des questions de systématique, nous tenons 4 
préciser qu’a notre avis les procédés de M.me SteLtyuinc-DEKKER et de Mme LoDDER 
s’accordent bien avec les faits et peuvent étre sdrement acceptés, tandis que l’on 
doit réserver son avis sur les procédés suivis pour les asporogénes. 


Nous ne croyons pas, d’ailleurs, qu’on puisse adopter les jugements suivis par 
LoppER et KREGER vAN Ris dans leur volume récent «The Yeasts»; car nous 
croyons surement que, au lieu de simplifier, on y souléve les sujets les plus épineux. 
Le fait d’avoir réuni en un seul genre «Saccharomyces, Torulaspora et Zygosaccharo- 
myces», de mettre pratiquement en un seul genre «Candida» toutes les levures 
filamenteuses et de maintenir valide, par contre, le genre Brettanomyces, représente 
pour nous un «tout» que nous n’apprécions pas. 


C’est pour ces raisons que nous avons cru bon de ne pas modifier les 
procédés suivis jusqu’é présent. Quant aux levures filamenteuses non 
sporogénes, on peut assurer qu’elles son trés rarement représentées dans 
les mofts de raisin en fermentation. Le tableau ci-dessous indique le 
schéma des diverses étapes du travail d’identification: dans la derniére 


————— a ee 


Les Agents de la Fermentation Vinaire. 329 


colonne on a résumé lallure de la fermentation telle qu’elle résulte des 
trois analyses conduites. 


A a 
S) by q n| oO 4 a 
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Afin d’étre le plus bref possible, j’ai réuni dans la table 1 toutes les 
recherches exécutées & l'Institut. Aprés avoir précisé le nom de la région 
et ’année ot on a effectué la recherche, on rapporte les détails relatifs 
a auteur, au nombre des moits pris en considération et des souches 
obtenues?. 


Table 1. Nombre des souches isolées. 


“e Souches 
Région Année Auteur 3 8.) ob- 

= BI tenues 
Beato hs kes oceans LOS Ome DEAN OSSL 87 | 379 
eiianti eee he). ob. 4 L986 4) CASTHELT 90 | 525 
Selisintl Marc ee) es es || LOST | CASTHLDT 10 63 
MaaO oe. Ss jo.) 1 4-0- © || 1939 | SANTARETAT 22.) 194 
BACONG? S-to ts © ua «oe = | 1946) Casrarr 40 | 203 
MrVaelOwtd ee a os baw. ce. © |) 19472) Casrenmt 5 55 
Marche (Sept.) ....... . | 1948 | Broctr 15-| 125 
PMDruvzin ee ee js. cea, | L948 ff AGRTPPA 10 60 
Woscana (Rufina) ..... . . | 1952 | Capriorrr 17 | 328 
Veneto (Trevise) . . .'. . . . | 1949 | Capriorri et CANTARELLI| 19 | 143 
Veneto (Trentino et Alto Adige). | 1951 | CapRioTtt 40 | 565 
icilia(Oce:)). . 64. - o . .1| 1946)) Casturre 5 60 
Sicilia (Occe.). . . . . ... . | 1946 | Canamazza 3 25 
Sicilia (Occ:)). a... - - - . | 1948) |) CASTELIL TL TO 
Sicilia (Occ.). . . ... . . . | 1952 | Casrerri et pet Grupice | 27 | 375 
Perce tee. ssf .) | A947 | -CasTenty 31 | 363 
anit Drineeneet ae ve Peay a een GOON), CAPRIOTTE 26 | 447 
Bordelais... .'. . +... © ~ | 1950 | CANTARELLI 10 | 142 
ieenole mene me eee te L900) CASTELLI 10 | 163 


En Italie, outre les travaux de notre école qui touchent la question, d’autres 
sont apparus, tels que la recherche de Verona et LucHErti* sur les motits et les 
vins de Marche, de FLoRENzANO® sur les motits de Toscana, de Manan 33, 34 sur 
ceux du Piemonte et & nouveau de VERONA® sur ceux de la Sardegna. 


17] s’agit d’une ceuvre trés complexe et elle a pu aboutir grace aux fréquentes 
contributions fournies par le Conseil National de Recherches. 


Les études consciencieuses de FLORENZANO et plus particuliérement celles de 
MALAN ont été poursuivies en réalisant les régles que notre Institut avait indiquées. 
Bref, voici le résumé des conclusions qu’on peut tirer de ce travail. 
Il s’avére évident que les espéces de levures qu’on rencontre dans les 
motits de raisin en fermentation sont en grande quantité; tandis que 
quelques-unes d’entre elles sont constamment présentées — et on doit 
done dire qu’elles activent au moins la plus grande partie de la marche 
normale et naturelle de la fermentation — il en est d’autres qu’onretrouve. 
rarement — on doit done noter que leur présence est fortuite. 
Cependant il y a d’autres espéces, asporogénes aussi bien que sporo- 
genes, au pouvoir de fermentation élevé, moyen ou bas, dont le pour- 
centage de fréquence dans les moats est loin d’étre modeste, de sorte 
que leur intervention ne peut étre exclue du processus normal et naturel 
de fermentation. Tel est le cas de diverses espéces & joindre au genre 
Saccharomyces telles que Sacch. oviformis, Sacch. mangini, Sacch. bayanus, 
Sacch. italicus, Torulaspora rosei et Candida pulcherrima. 
Avec le méme désir de concision, j’ai réuni dans la table 2 et dans la 
figure 1 les régions ot l’on a conduit les recherches, reportant aussi le 
nombre des moiits choisis, puis les espéces de levures le plus fréquemment 
représentées, accompagnées de leur pourcentage de fréquence. 
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Table 2. Les levures isolées. 


3 | gx is: [3 2 Sony 3 

a Leu) eo 4 S4 SP be che abet 

el amore s 3 Ss is 38 5 3|52|£ | 2 S Fe: s 
motits examinés si 33 c: z3 se, a& 32 s8 33 33 g§ 
Umbria 92 . 80 | 82 |12,7) — ee 17 — | — | 5,8) — 
Toscana 103 | 72 87,1 |19,7; — | 6,4] 2,1] 4,3 Lo W272. es 
Piceno 40.45%. 2). 77,8} 82-b 116 — W165 | 7,5 12.5] — | 2 7,5)10 
Marche sept. 15. . 1°73,6 [100° 41353}, — 1333 6.6120 0s |) a eee 
Abroza: 10" ee eee ) 90 }100 | —}] —.| —}] — (80 | — | —}] — |] — 
Lazio 22 Se / 90,9 100 |40,9 |22,7 |13,6 |13,6| — | 4,5] 4,5] 13,6 
Puglia 31 . . - {100 | 64,5126,;81' 32.3 125,8 | 9,6 !19,3| 6,4 |16,1 |22,5| 6,4 
Sicilia oce. 12 (1948). |100 | 92 |33 | 55 (33 | 8,5| — |41 /|25 — | 8,5 
Calabria 26. . . . .| 94,1] 50 |15 65 |46 4 — |38 |42 4 —_ 
Sicilia occ. 27 (1952). |100 | 48 (14,8) 51,8 |40,7 |74 — |70,4 |29,6 |11,1 | 14,8 
Israel 10 es, ros) .9/100: 61. 60 oh 100 | — |40 | — |70 | — | —j10 

Treviso 10... 2. 100 | 84/16 4) eal Bac} O Shs] 04h |e 
Trentino 40... .| 95 |100 [17,5] — 15 {10 | 2,5) — | 2,5] 7,5| — 


L’examen de la table indique que les deux espéces les plus répandues 
sont Kloeckera apiculata et Sacch. ellipsoideus, et, en méme temps, d’une 
fagon trés claire que le pourcentage de fréquence, qu’on retrouve dans 
les mofits pour Sacch. ellipsoideus, augmente progressivement au fur et a 
mesure qu’on passe de l’Italie Centrale 4 1’Italie Méridionale et A la Sicilia. 
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Au contraire, on observe que pour Kloeckera apiculata la fréquence 
diminue en passant d’une zone au climat tempéré’a& une localité au 
climat chaud ou trés chaud. 


° Sacch. ellipsoideus 


| 
i 
| 
| 

q@ Kloeckera apicu/ata 
| 


2 Torulaspora rosei 


& Torulopsis pulcherrima 
Sacch. bayanus, 

D uvarum, ovitormis, 
(tolicus, mangini, 
ellipsoideus vor.major 

Kloeckera magna 

Levures, apiculees’ du genre 

Honsen/aspora 


\S Autres levures 


Fig. 1. Distribution des levures en Italie. 


On rencontre les levures apiculées sporogénes assimilables au genre 
«Hanseniaspora» exclusivement dans le midi et le pourcentage de fré- 
quence en augmente au fur et 4 mesure que la latitude décroit. 

Kloeckera magna est une espéce qui semble avoir pour seul domaine 
l’Italie Centrale, tandis que Candida pulcherrima se trouve un peu 
partout en dépit d’une distribution plus grande dans les localités cen- 


trales. 
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Torulaspora rosei revét un aspect qui ressemble de prés & celui de 
Sacch. ellipsoideus,’& savoir que sa fréquence croit lorsqu’on passe d’une 
localité tempérée & une localité chaude. Pour Sacch. italicus, Sacch. 
bayanus et Sacch. mangini, la méme progressive augmentation est bien 


plus considérable. 


La table 3 sert & démontrer clairement l’action du climat. Aprés avoir 
indiqué les localités ou furent conduites les recherches, on ajoute le 


Table 3. Souches sporogénes et asporogénes. 


Nombre 
Région souches Non sporogéne Sporogéne 
isolées : 
Umbriaa esac ee. 3: eee 379 188 (49,6%) 191 (50,4%) 
Chianti((l936)meee ..-aeageme 525 259 (49,3%) 276 (50,7%) 
Chiantis(L9Si7) ace. |. 2 tueaeoe 63 32 (50,7%) 31 (49,3%) 
DV Ate ts Murs eck, RR SG. eye 194 95 (48,9%) 99 (50,1%) 
PicenOy 2) ia eset son chi 203 114 (54,8%) 89 (45,2%) 
Marche Septisme : . ss sapiens 125 88 (70,0%) 37 (30,0%) 
A Druzzin praise \s) Sci sas emo 60 38 (63.3%) 22 (36,7%) 
Vénéto) (Trevise)y).\. 1. (Joe 143 49 (32,2%) 94 (67,8%) 
Vénéto (Trentino et Alto Adige) 554 228 (41,2%) 326 (58,8%) 
PughaiSeptae ..< . hae 74 40 (53.3%) 34 (46,7%) 
Locorotondom: .. “.gesu../e- arenes 35 22 (63,0%) 13 (37,0%) 
PugliaiCentrale.. smc: . cast a sks 93 20 (21,4%) 73 (78,6%) 
Puglia Méridionale ....... 160 9 ( 5,6%) 151 (94,4%) 
Calabria (haute collne) .... . 149 38 (25,5%) 111 (74,5%) 
Calabria (plaine cétiére) . . . . . 282 22 ( 7,8%) 260 (92,2%) 
Diciliavocer (L948). 2... x) cee em a 170 38 (22,3%) 132 (77,6%) 
piciliarace., (1952) 0%. «gine een 375 28 ( 7,2%) 347 (92,8%) 


nombre des souches isolées en les distinguant (avec l’expression en 
chifre de pourcentage) dans les deux grands groupes de sporogénes et 
d’asporogénes. 

Pour rendre la table le plus claire possible, on a distingué pour la 
région de Puglia une zone Septentrionale, Centrale, Locorotondo! et 
Méridionale, et pour la région de Calabria les localités en colline haute 
et en plaine littorale. 

La table ne demande pas un long commentaire. On sait clairement 
que si, dans les localités du centre, le nombre des souches non sporo- 
génes est presque identique & celui des sporogénes, l’aspect se trans- 
forme au fur et & mesure que l’on va vers les chaudes localités méridio- 
nales et siciliennes. Pour bien illustrer le phénoméne, il faut comparer 


les résultats obtenus dans la région de Puglia et dans la région de Ca- 
labria. 


* Locorotondo est une localité de la partie Méridionale de Puglia, mais située 
sur la colline 4 une altitude de 400 métres au-dessus du niveau de la mer. 
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Dans la premiére, qui s’étend d’une maniére considérable en latitude, 
nous pouvons considérer la zone septentrionale au climat peu chaud et 
ou les pourcentages des sporogénes et des non sporogénes sont équiva- 
lents; la zone centrale ot le pourcentage des sporogénes est de 18,0975, 
tandis que dans la zone, beaucoup plus chaude, du midi, le pourcentage 
des sporogénes atteint 94,4%. 

A Locorotondo on observe, au contraire, une prédominance des non 
sporogénes; mais ce résultat confirme les faits observés, car le climat 
de Locorotondo est plitot froid. Locorotondo se trouve dans une zone 
située a une altitude superieure 4 400 métres au-dessus du niveau de 
la mer. 

Dans les deux zones calabraises prises en considération, les résultats 
obtenus sont encore plus significatifs. Dans toute Calabria, les espéces 
sporogénes ont la prédominance sur les asporogénes, mais les premiéres 
qui, dans les zones de hautes collines, représentent les 74,5°/ du total 
en représentent dans les zones plus chaudes de la plaine littorale les 
92,2%. 

Méme les recherches poursuivies en Sicilia occidentale révélent tou- 
jours une nette prédominance des espéces capables de produire des 
spores; les différences sensibles notées entre les pourcentages de fré- 
quence: 77,65 en 1948 et 92,89, en 1952 peuvent s’expliquer par l’évo- 
lution trés diverse des saisons dans les deux années. 

Il est vrai qu’en 1948 en Sicilia les vendanges furent retardées par 
une saison particuliérement défavorable, des pluies continuelles et une 
basse température donnérent des motts d’une faible teneur en sucre et 
dont le processus de fermentation n’eut pas & craindre des températures 
élevées. En 1952, au contraire, 4 la suite d’une saison extremement 
séche, les vendanges furent précoces, les motits trés sucrés et la tempéra- 
ture de fermentation absolument exceptionnelle. 

Les recherches faites sur les motits de I’ Etat d’Israel permirent d’établir 
un pourcentage des sporogénes de 90,8%. 

Si l’action du climat se manifeste trés clairement dans les chiffres 
écrits jusqu’ici, on met en évidence un aspect encore plus net et caté- 
gorique lorsque la comparaison est limitée aux seules espéces de formes 
typiques apiculées. 

Quelque soit la localité que nous prenions en considération, la fer- 
mentation naturelle des mofits de raisin est toujours amorcée par les 
levures de la forme typique du citron. Soulignons que, tandis qu’en 
Italie Centrale et Septentrionale celles-ci sont incapables de former des 
spores, donc 4 assimiler au genre Kloeckera Janke, au fur et a mesure 
qu’on passe aux zones chaudes et trés chaudes de I’Italie Méridionale 
et de la Sicilia on rencontre aussi Hanseniaspora Zikes. D’ailleurs il est 
trés net et les données de la table 4 le démontrent, que les levures apiculées 
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sporogénes deviennent de plus en plus abondantes, lorsqu’on passe des 


localités assez moyennement chaudes aux localités trés chaudes. Je n’ai- 


pas l’intention de revenir ici sur la vive discussion relative au pouvoir 


Table 4. Distribution de Kloeckera et Hanseniaspora. 
Se eee 


é Moits Souches Asporogénes Sporogénes 

Région exa- | isolées (Kloeckera) (Hanseniaspora) 

minés 

Rugha) Sept. yous iene pe 7 22 | 22en 7motts| Oen 7 motts 
Pughai Cente ce een 9 7, 12. -3g-- lf =egs Bo gg Boreas 
Oocorotond Ors...0 ss lee eee 4 17 I hy Aa oe es, O os eee 
Puchiae Mere nism. ee 11 30 gE 26.5.) ae 
Calabria (haute Golline): i at 9 SHUTS oO ray Ose oie 
Calabria (plaine cétiére) . . . 17 65 LO fe eee ee 55a ea al Fees 
Sicilia-oces (1948) yoy. ae 12 51 3457 Line. 7S eee 
Siciliatoce., (LQ52)e) “ace. see 27 69) b2b cen Ese os 44.4) 14a" 3s 
Etatdisrael:. 5.) 4 2. vee, SEO 62 a ae 54 104 


4 


& former des spores des levures apiculées communes, ni & rechercher si 


Kloeckera doit étre considerée phase asporogéne de Kloeckeraspora*®, 37; 
£8, 39. 

Je répéterais plus volentiers les remarques suivantes: dans les localités 
a climat chaud et trés chaud, les levures de forme apiculée rencontrées 
dans les motts de raisin en fermentation sont pour la plupart sporogénes 
et & considérer comme étant du genre Hanseniaspora Zickes et surtout 
a assimiler & Hanseniaspora Guilliermondii Pijper. 

Le genre Hanseniaspora est bien défini, parce que les spores ont un aspect trés 
claire, se libérent facilement de l’asque et présentent une forme caractéristique; 


Table 5. Pouwvoir 


Nombre 

Régions aera 7 ae 
isolées | O—-1 | 1-2 | 2-8 | 3-4 | 4-5 | 56. | 6—7 | 78 

Nombre des 
Veneto .. . 141 0 5 12 18 9 3 3 
Umbriaesee. . | 378 6 2 0 16 90 37 7 
Toscana. . . | 525 27 5 10 29 109 90 6 0 
aziOw rae si) Lee 4 0 1 7 38 38 1 1 
iceno..> + % 1) 208 SS Sia Lat 5 9 21 42 23 5 
Puglia S. .. 74 3 6 1 ll 10 1 0 1 
Puglia’C: . . 93 0 8 0 es 2 0 2 3 
Pugha Ms. | 160 3 0 1 2 3 5 13 13 
Calabria C.. . | 151 | O | O 0 20 13 2 0 2 
Calabria P. . | 288 0 ik 0 6 12 3 16 42 
CLIane gs se | 17S 0 0 1 19 20 3 3 11 


se 
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il ne peut avoir rien de commun avec le prétendu et hypothétique genre Kloeckera- 
spora Niehaus. Les levures apiculées sporogénes du genre Hanseniaspora avaient 
été trouvées par Bronerri*®, Cruzss*! et par Mrak et McCiune*#2 dans les 
fruits et dans les motts de Californie. En Italie, en Europe, autant que je sache, 
elles n’avaient jamais été signalées; elles furent observées pour la premiére fois 
lors de nos recherches d’orientation en Sicilia pendant la vendange de l’année 1946; 
par la suite, comme je l’ai démontré, elles ont été trouvées, et en nombre con- 
sidérable, dans les motits des régions chaudes et trés chaudes. 

Nos connaissances du mécanisme de la fermentation des levures du genre 
Hanseniaspora sont trés pauvres. CANTARELLI*? démontre que les levures du genre 
Hanseniaspora possédent auprés des levures apiculées asporogénes du genre 
Kloeckera une remarquable thermophilie, préférant de plus les moats de moyenne 
acidité et de toute fagon d’acidité peu élevée. Dans l’ensemble, les expériences de 
fermentation suivies démontrent qu’il n’y a pas de profondes différences pour le 
bilan de fermentation entre les levures apiculées sporogénes at asporogénes. On 
peut les considérer comme des genres de capacité paralléles, le genre Hanseniaspora 
étant d’une activité a peine supérieure. 


Jusqu’ici ’exposé met en valeur l’action du climat quand on veut 
établir, pour différentes localités, la supériorité de certaines espéces; il 
est logique, maintenant, de nous demander quelle conclusion nous 
pouvons déduire en vue d’une application de ces recherches. Nous avons 
dit que pour chaque culture isolée on a déterminé le pouvoir de fermen- 
tation, c’est-a-dire la quantité d’alcool que chaque souche était capable 
de produire. Eh bien, nous nous sommes attachés 4 dresser la table 5 
ou toutes les cultures isolées sont réunies en groupes, qui se classent par 
degrés en rapport avec leur pouvoir alcoolique. Avec les données a 
Vordre de ce tableau on a construit des graphiques ou, afin de tirer des 
comparaisons intéressantes, les souches isolées de chaque localité ont 
été rapporté a la valeur 100. 


fermentatif des souches isolées. 


Volume % 
8—9 9—10 | 10—11 | 11—12 | 12—13 | 183—14 | 14—15 | 15—16 | 16—17 | 17—18 | ,18—19 
Cultures 
2 8 24 21 18 9 5 1 0 0 0) 
33 21 2 0) 89 73 1 1 1 0 0 
3 6 6 14 23 36 112 48 1 0 0 
) 9 6 5 24 40 9 1 i! 1 0 
4 Wf 9 3 12 28 16 2 1 0 
7 i 0 0 2 8 ll 10 2 0 0 
1 4 0 0 0 Il 20 24 8 0 1 
4 2 2 7 13 33 26 14 14 4 1 
2 3 4 $) 16 37 29 Il 2 0 0 
15 9 8 12 26 35 49 33 15 3 2 
6 11 5 4 8 8 15 25 21 6 4 
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Comme nous l’avons déja fait, les résultats obtenus dans I’Italie : 


Septentrionale et Centrale sont indiqués dans leur ensemble et pour les | 
régions de Puglia en zones Septentrionale-Centrale et Méridionale, la _ 
Calabre en zones de coteaux et de littoral. Ces distinctions sont justifiées — 
par l’action réciproque des deux facteurs, plus grande latitude et plus— 
grande altitude. En Puglia la température est soumise au facteur latitude 


et en Calabria au facteur altitude. . 


Dans la table 5 l’on n’a pas mis les données se référant & quelques ex- 
périences réalisées en Italie Centrale et en Sicilia, parce qu’elles n’intér- ; 
essent qu’une petite quantité de souches; il en est de méme pour celles 
qui se rapportent au Alto Adige, les recherches a ce point de vue n’étant 
pas encore terminées, pour celles de Sicilia Occidentale en 1952 et celles 
de Rufina, actuellement en cours. 


Examinons la table: tout d’abord les régions avec le nombre des_ 
cultures isolées, puis en regard les souches pour chaque pouvoir fer-— 
mentatif. . 

L’examen des graphiques (fig. 2) est bien plus instructif; dans la ~ 
table on observe, en général, deux maxima pour l’Italie Centrale: 
ils sont situés entre 3° et 5° et 12°—14°, pour régions Méridionales 
et pour Sicilia ils dépassent ces chiffres et atteignent entre 7°—8° et 
15°—16°. 

Il semble que pour les régions centro-septentrionales le premier — 
maximum soit da, plus qu’é toute autre chose, aux levures apiculées du 
genre Kloeckera, dans les localités ou il fait chaud on l’attribuera aux 
apiculées sporogénes et aux Hanseniaspora Guilliermondii, oi particu- 
liérement le pouvoir fermentatif oscille entre 5° et 9°. 


Quelques localités ont un troisiéme sommet beaucoup plus faible que — 
les deux premiers: il est dt, dans l’Italie Centrale, & la présence de 
Kloeckera magna et Torulaspora rosei; dans lItalie Méridionale on 
Vexplique par la présence de T'orulaspora rosei et surtout de Han- 
seniaspora Guilliermondii, Un examen attentif des souches de pouvoir 
fermentatif élevé permet de déceler un aspect extrémement intéressant 
du point de vue pratique. 


Le pouvoir fermentatif le plus haut, présenté par des souches isolées 
des mottts de la province de Trévis, est situé entre 15° et 16°; en 
Umbria, Toscana, Puglia Septentrionale et les localités des hautes col- 
lines de Calabria, il s’éléve entre 16° et 17°; il monte entre 17° et 18°, 
au Lazio et en Piceno et atteint les valeurs maxima entre 18° et 19° 
dans le Puglia Centrale et Méridionale, dans les localités du littoral de 
Calabria et de Sicilia Occidentale. 


Lorsqu’on recherche dans les différentes localités le mode d’expansion 
des souches & pouvoir de fermentation trés élevé, on se trouve en face | 
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de faits bien intéressants: par exemple, choisissons le pouvoir de fer- 
mentation entre 16° et 17°; il a été observé qu’il n’est valable pour 


Puglia 
SeHentrionalse 


| | 

Calabria 0 

Litorale , % 

20 

70 

0 

72 3-4 F6 7-8 9-1 WAT ISTCIT IB IG0 | 0 

SICA a 

Occidentale \ — % 

: 20 
Fig. 2. Distribution des levures des 
moiits de differentes zones en relation 

avec le pouvoir alcoologéne. En ordon- = 0 
née les pourcentages de frequence des 


espéces, en abscisse les pouvoirs fer- 


mentatifs donnés en degrés d’alcool a =: 0 
(Vol.%). Voir table 5. 12 3-4 F-6 7-8 IM 1-12 BHF 7-8 IG-0 
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aucune souche isolée des motits d’Umbria, Toscana et Lazio, pour deux 
souches du Piceno, des Puglia Septentrionale et des localités d’alti- 
tude élevée de Calabria, tandis qu’en Puglia Centrale on en rencontre 
huit, quatorze dans le Puglia Méridionale, quinze dans la partie basse 
de Calabria et au moins vingt-et-un en Sicilia. 

Cette revue assez vaste a démontré combien est complexe l’aspect 
biologique de la fermentation vinaire et il est catégoriquement influencé 
par le climat. Ce dernier opére une différenciation notable surtout par 
rapport aux espéces en jeu (et entre les souches méme de chaque espéce). 


Pour de trés nombreuses cultures isolées — celles-ci méme qui sont 
conservées dans notre collection de levures vinaires — le mécanisme 
chimique de la fermentation a été étudié spécialement par rapport a 
la production d’acides volatiles et d’autres composés, et nous avons 
trouvé de notables différences au sein d’une méme espéce. Nous avons 
réalisé des expériences dans le but d’obtenir des procédés de fermentation 
a des températures trés différentes**; mais ces recherches doivent étre 
poursuivies et amplifiées. 


Ainsi nous avons observé qu’il existe des cultures des Sacch. ellip- 
soideus isolées de Puglia et de Sicilia qui donnent de bonnes fermenta- 
tions méme a des températures relativement élevées, tandis que d’autres, 
issues surtout des motts du Alto Adige, réussissent & fermenter d’une 
fagon techniquement correspondante a température trés basse. 


Depuis bien longtemps déja on utilise avec grande satisfaction quelques — 


cultures de Sacch. ellipsoideus sur de forte quantités de motits des loca- 
lités chaudes et trés chaudes de l’Italie. Pour les régions dont la tempéra- 
ture vendémiaire est plut6t basse, nous avons obtenu de bons résultats, 
toujours sur de grosses quantités de motits, avec des souches de Lazio 
et de Veneto. Quelques essais faits au Laboratoire font prévoir que 
Von devrait obtenir d’aussi bons résultats avee diverses souches venant 
des motits du «Trentino». Nous avons l’intention de faire des essais, 
en Alto Adige, aux prochaines vendanges. Quelques souches de Sacch. 
ellipsoideus, choisis dans le groupe possédant un pouvoir de fermentation 
élevé, sont utilisées depuis longtemps sur des masses notables dans le 
procédé de seconde fermentation. Nous avons aussi acquis de bons 
résultats, soit avec des essais de laboratoire sous autoclaves de 10 litres, 
soit dans la fabrication des mousseux dans des grands récipients selon 
le procédé Charmat, grace & quelques souches de Sacch. ellipsoideus et 
autres espéces. 


L’Istituto di Microbiologia agraria e tecnica est aujourd’hui en mesure 
de fournir, pour les localités italiennes, des cultures particuliérement 
adaptées; car plus que du terme «selectionnées» elles peuvent se faire 
valoir du titre de levures de milieu. 
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Les remarques constantes qu’on rencontre dans les motits de raisin 
en fermentation, parfois avec un bon pourcentage de fréquence des 
espéces assimilables & Saccharomyces ou & d’autre genres de levure, nous 
ont poussés a chercher s’il est possible de les utiliser pour la vinification. 


On va particuliérement, entre toutes les autres espéces, & la Torula- 
spora roset qui, d’un point de vue technologique, a un mécanisme 
chimique spécialement pur. Certaines souches de Torulaspora rosei 
possédent un pouvoir de fermentation qui dépasse les 11° d’alcool en 
volume en donnant des teneurs d’acidité volatile extrémement basses. 
Indiscutablement, les petites cellules rondes, réunies en petits groupes, 
moyennes productrices d’alcool, que MarTINAND signala dans les motts 
de la Moselle et désigna du terme générique de Torula doivent étre 
considérées comme des Torulaspora rosei. 


En 1942, aprés une série d’analyses sur des vins obtenus par fermen- 
tation 4 partir de souches de Torulaspora rosei, j’ai voulu poser la 
question suivante: — Dans la vinification par cultures pures, devons- 
nous toujours nous accrocher aux cultures de Sacch. ellipsoideus*? Dans 
maintes localités italiennes et dans d’autres pays vinicoles, les motts 
de raisin présentent des quantités bien modérées de sucre et les vins ne 
pourront jamais atteindre les 11 degrés d’alcool. L’usage, dans ces cas, 
de pieds-de-cuve préparés avec des cultures de T'orulaspora rosei, permet 
d’obtenir des vins secs avec trés peu d’acidité volatile. Sans détours, 
je dirai que depuis prés de dix ans, la souche no. 63 de T'orulaspora rosei, 
appartenant & notre collection, est employée en peu partout dans 
l’Italie, particuliérement au Nord, sur de grandes quantités et plus que 
tout autre pour l’obtention de vins blancs communs pour repas et fins 
a bouteille. ; 

Je signale aussi que la préparation de pieds-de-cuve avec des cultures 
de Sacch. oviformis et Sacch. globosus avait été satisfaisante. 


L’usage, en oenologie, de cultures associées n’a pas toujours fourni 
d’excellents résultats. D’abord, il est difficile de régler le développement 
de l’une de fagon qu’elle ne forme pas un détriment des autres**. D’autre 
part de récentes recherches ont démontré que les fermentations dans 
un milieu pur étaient préférables aux combinaisons binaires, ternaires 
ou quaternaires*’. VEronA*, *, depuis peu de temps, a proposé un 
procédé certainement intéressant que l’on pourrait nommer «par fer- 
mentations succesives»; on introduit d’abord dans le motit une culture 
de levure donnée et, aprés un certain délai de temps, on y en ajoute 
une seconde. Nous avons confirmé, chez nous, les résultats obtenus par 
VERONA: une telle fermentation, dans son developpement normal, se 
vérifie lorsqu’on pose une levure de fermentation préparée avec la 


Torulaspora rosei sur des motits dont la teneur en sucre est élevée. 


Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 20. 23 
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On obtient des vins avec des quantités d’alcool trés supérieures & la 
capacité de la Torulaspora rosei. Encouragé par les résultats obtenus 
aux essais de laboratoire, j’ai conseillé au Dr. CANTARELLI de |’ Institut 
des Industries Agricoles de notre Université de les appliquer sur des 
grandes quantités. Aux vendanges de 1952, tant en Umbria qu’en 
Lazio, on a réalisé la vinification de plus de 15 milles Hectolitres en se 
servant des souches de Collection n.os 20 et 63, respectivement Sacch. 
ellipsoideus et Torulaspora roset. 


J’en tire les conclusions des résultats du travail méme de CANTARELLI®: 
«Par ces associations successives on a obtenu, avec une parfaite allure 
fermentative, une réduction considérable du taux d’acidité volatile, 
dont la Torulaspora rosei réduit accumulation initiale au moyen d’un 
mécanisme fermentatif particuliérement pur. Les additions successives 
de la levure elliptique ne semblent pas accroitre une pareille production, 
mais néanmoins atteignent des taux de rendement d’alcool élevés.» Un 
grand intérét général et pratique présenterait la création de formes 
hybrides & partir de souches des levures isolées des motits de raisin et 
il est & prévoir qu’on pourrait obtenir des résultats bien profitables. 
La possibilité d’adapter les levures & anhydride sulfureuse est désormais 
établie; par contre, il semble que les formes ainsi traitées ne fournissent 
pas de meilleurs résultats que celles qui sont naturelles®!: %, 5°, 


Maints et maints autres faits méme récents pourraient attirer notre 
attention, en particulier sur ces formes filamenteuses de levures propres 
a la production de quelques types de vins — mais l’horloge me prive 
du plaisir de vous en entretenir. 


Tl me suffit de vous avoir rappelé quel est le travail que nous pour- 
suivons depuis une vingtaine d’années et d’avoir souligné qu’on a con- 
duit ces recherches en tachant d’étre dans toute la mesure possible trés 
prés 4 la réalité. De ce travail il résulte d’une maniére évidente que le 
facteur milieu, qu’il soit considéré en tant que constitution chimique 
du mott ou en tant que climat de la région, exerce une action différencia- 
trice notoire parmi les espéces et sur le souches. 


L’industrie oenologique, qui joue pour quelques nations méditer- 
ranéennes un réle économique de premier ordre, revét en Italie un aspect 
profondément social. Si les récentes découvertes de chimie et de physique 
et Vemploi d’un outillage toujours mieux approprié ont enfin com- 
muniqué un souffle salutaire & la production du vin, l’aspect micro- 
biologique de cette industrie est, au contraire, resté presque volontaire- 
ment négligé. Cependant nous nous sommes depuis longtemps appliqués 
& combler cette lacurie, parfaitement convaincus que, si la naissance 


en conditionne toute la vie, ¢’est du processus fermentatif que nait le 
vin. 
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Zusammenfassung. 


Es wird eine Ubersicht tiber die von Verf. und anderen seit 1933 
isolierten Hefestimme (iiber 4000 Stamme mit 11 Arten) aus italieni- 
schen Weinmosten gegeben. Am haufigsten sind vertreten Saccharomyces 
ellipsoideus und Kloeckera apiculata, jene von Norden nach Siiden, 
diese von Siiden nach Norden haufiger werdend. Ahnliche Unterschiede 
finden sich unter den iibrigen Arten: Sacch. mangini und italicus z. B. 
sowie Hansenula Guilliermondi fehlen im Norden fast vollig, Kloeckera 
magna und Torulopsis pulcherrima verhalten sich umgekehrt. 


Die sporogenen Hefen nehmen, im Gegensatz zu den asporogenen, 
nach Siiden zu. In wairmeren Landschaften finden sich in den héheren 
Lagen mehr asporogene als in den tieferen Lagen. 


Weiter wird die Giarkraft der isolierten Stamme (Vol% Alkohol) in 
Beziehung zu der Haufigkeit der Stémme in den einzelnen Landschaften 
gesetzt, woraus sich klimatisch bedingte Abhangigkeiten ergeben, die 
wiederum in Beziehung zu den jeweils vorherrschenden Arten stehen. 


Zum Schlu8B werden Ausblicke auf kiinftige Méglichkeiten gegeben 
(Mischgarungen usw.), wobei die Verwendung von Jorulaspora rosei mit 
ihrem hohen Alkoholbildungsvermégen und geringer fliichtiger Saure 
besonders er6értert wird. 
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Zur Frage nach der Identitat von 
Pedinomonas Korscuikoy und Chlorochytridion Viscuer. 


Von 
RICHARD HARDER und WULF Kocu. 


(Hingegangen am 30. Januar 1954.) 


Bekanntlich gibt es unter den Phycomyceten zwei groBe Gruppen, die 
sich durch die GeiBelinsertion voneinander unterscheiden. Bei der einen 
sind zwei GeiBeln am Vorderende, bei der anderen ist nur ein Pulsellum 
am Hinterende inseriert. Wenn man annimmt, da8 die Phycomyceten 
durch Farbstoffverlust aus Flagellaten oder Algen entstanden seien, 
bereitet es keinerlei Schwierigkeiten, fiir die mit zwei VordergeiBeln aus- 
gestatteten Pilze den Anschlu8 nach unten herzustellen, da solche Typen 
zahlreich bei Flagellaten-Algen vorkommen. Fiir Formen mit nur 
einer GeiBel, und zwar einer SchubgeiBel, waren hingegen lange keine 
Vertreter unter den autotrophen Organismen bekannt, und erst 1923 
hat Korscuikov als erster einen griinen Flagellaten beschrieben, der die 
GeiBel an seinem Hinterende tragt. Korscurkov hat ihn Pedinomonas 
genannt und in die neue Ordnung Protochlorinae gestellt, die er fiir ver- 
wandt mit den Volvocales halt. Ungliicklicherweise ist in den Abbildungen 
Korscuikovs aber die Geifel seitlich oder sogar nach oben gezeichnet, so 
da man bei unbefangener Betrachtung der Bilder schlieBen méchte, daB 
die GeiBel sich nicht am Hinter-, sondern am Vorderende befiande. In 
der deutschen Zusammenfassung zu der im wibrigenrussisch geschriebenen 
Arbeit heiBt es allerdings unzweideutig: ,,Die einzige, sich nach hinten 
verdiinnende GeiBel ist bei der Bewegung nach hinten gerichtet‘; trotz- 
dem ist in die Literatur zunichst und vorwiegend nur die gegenteilige 
Auffassung eingegangen. 

So schreibt PAscHER (1927): ,,GeiBel eine, am Vorderende etwas seitlich 
inserierend...‘‘, und bei Printz (1927) heiBt es: ,,GeiBel am Vorderende 
inseriert ... tiber das Vorderende hinweg nach riickwirts gebogen. 
Erst SmrrH (1950) gibt in der zweiten Auflage seines Buches der Alge mit 
einer GeiBel ,,directed backward as a cell swims through the water“ eine 
klare Sonderstellung gegeniiber den verwandten Gattungen. In SmrirHs 
Abbildung ist auch erstmalig das nicht begeiBelte Ende der Zelle nach 
oben und das begeiBelte nach unten gezeichnet. Allerdings ist dabei die 
GeiBel nicht nach hinten vom Korper weggestreckt gezeichnet, sondern 
bei einer der beiden dargestellten Zellen erstreckt sie sich zwar anfinglich 
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in der Richtung der Lingsachse vom Zellkérper fort nach hinten, biegt 
dann aber allmiihlich zum rechten Winkel um, und bei der anderen ver- 
lauft sie sogar halbkreisformig mit der Spitze nach vorne! Die Figuren 
sind offenbar Umzeichnungen gewisser Korscurkovscher Bilder, wobei 
die Zellen so gedreht worden sind, daB sie der Textdarstellung 
Korscutkovs entsprechen. Die Darstellungen in der Literatur sind also 
durchaus widersprechend, und auch bei Frrrscx (1948) findet man keine 
Klarung?. 

Wenn so bedeutende Algologen wie PAscHER und Printz dem einzigen 
bis dahin bekannten autotrophen opisthokonten Organismus eindeutig 
eine ZuggeiBel zuschreiben, dann miissen natitlich Zweifel entstehen, ob 
es denn wohl iiberhaupt Flagellaten mit Schubgeifel gibt. 


Es ist daher sehr wichtig, da ViscHErR (1945) einen Flagellaten isoliert 
hat, dessen einzige, eindeutig am Hinterende der Zelle inserierte Geifel 
bei der Bewegung ganz ohne Zweifel nach riickwarts gerichtet ist. — 
VISCHER war die in einer russischen Zeitschrift erschienene russisch 
geschriebene Arbeit Korscutkovs nicht bekannt; er diskutiert daher 
gar nicht die Méglichkeit, daB der von ihm gefundene Organismus iden- 
tisch mit Pedinomonas sein kénnte, sondern er nennt ihn Chlorochytridion 
aus der Gruppe der Pulselloflagellatae oder Opisthokontae, zwei Bezeich- 
nungen, die auch neu von ihm geschaffen wurden. 


Erst Gams (1947) hat die Korscurkovsche Arbeit gewissermaBen 
wieder ausgegraben und meint, es handle sich auch bei ViscHERs Organis- 
mus um Pedinomonas. VISCHER weist anschlieBend (1949) aber darauf hin, 
da nach PAscHER und Printz die Geibel bei Pedinomonas ja am Vor- 
derende inseriert sei, gibt aber zu: ,,Wenn wir mit GAMs annehmen, daB 
KoRscHIkoy sich in bezug auf die Insertion der Geifel und Bewegungs- 
richtung geirrt hat, so werden wir Chlorochytridion mit Pedinomonas 
vereinigen, wobei unsere Art den Namen Pedinomonas tuberculata er- 
halt?.“* Ganz neuerdings (1954) hat ViscHER in einem Brief an Professor 
Firtine aber doch wieder Zweifel geiuBert, ob sein Chlorochytridion 
wirklich identisch mit Pedinomonas sei, und zwar wieder auf Grund 
der auf PascHEer und Printz zuriickgehenden Annahme, Pedinomonas - 
habe eine Vordergeifel. Auch Droop, der Pedinomonas kiirzlich in 
Finnland gefunden hat (1953), hat ihr noch wieder eine VordergeiBel 
zugeschrieben. 

Die ganze Diskussion wiirde vielleicht kaum lohnen, wenn den opistho- 
konten Flagellaten nicht eine so grundsitzlich wichtige Stellung fiir die 


‘Im Frrrscuschen Buche kommen weder Pedinomonas noch Chlorochytridion 
vor, wohl aber die Protochlorinae, die bei den Cryptomonadales genannt werden. 

® Auf Grund dieser Haltung ist im Lehrbuch der Botanik (Fischer/Stuttgart) der 
Name Chlorochytridion der 25. Auflage in der 26. Auflage in Pedinomonas abge- 
andert worden (HARDER 1954). 
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Ableitung der Pilze zukime, worauf sowohl ViscHER (1945, 1949) wie 
Gams (1947) mit groBem Nachdruck hingewiesen haben. 

Herr Professor ViscHER war so freundlich, uns schon vor Jahren eine 
Kultur seines Pedinomonas-Stammes zu iiberlassen, so da wir Gelegen- 
heit hatten, uns selbst ein Bild von diesem interessanten Organismus 
zu machen!. Das veranlaBte uns, uns nicht mit der deutschen Zusammen- 
fassung der KorscurKovschen Arbeit zufrieden zu geben, sondern auch 
den russischen Teil tibersetzen zu lassen?, um Klarheit iiber KorscurKovs 
Angaben zu erlangen. 

Danach kann nun kein Zweifel mehr bestehen, da8 KorscutKkovs 
Organismus eine SchubgeiBel besessen hat. Der Autor war aber offenbar 
derartig befangen in der damals herrschenden Vorstellung, nach der die 
Flagellaten ihre GeiBeln immer nur am Vorderende tragen, daB er auf 
keiner seiner 41 Zeichnungen von Pedinomonas die GeiBel nach hinten 
eingetragen hat, wohl aber bei einer ganzen Anzahl davon eindeutig nach 
oben, also nach der tiblichen Darstellungsweise ,,nach vorne. Von der 
Bewegung sagt er aber, sie erfolge ,,durch das GeiBelchen schwimmend 
zurick“. Er nimmt also an, daB die Zellen standig nur riickwarts schwim- 
men! Das heiBt ja aber nichts anderes, als daB die GeiBel an dem bei der 
Bewegung das Hinterende darstellenden Teil der Zelle inseriert ist. Auch 
im russischen Text wird also das gleiche gesagt, was auch in der oben 
bereits zitierten deutschen Zusammenfassung eindeutig zum Ausdruck 
kommt. Die irrige Auffassung liegt also nicht bei KorscurKov, sondern 
ist erst durch PascHER und Printz zustande gekommen. 

Im tbrigen stimmen simtliche charakteristischen Merkmale des 
ViscHERschen Chlorochytridion mit denen von Pedinomonas tiberein: 


Die Kleinheit und Abplattung des in der Aufsicht ovalen, nackten K6rpers, seine 
Abrundung unter bestimmten AuBenbedingungen, seine sehr schwach ausgepragte 
Fahigkeit zu metabolischer Gestaltsveranderung am farblosen Ende, die etwas seit- 
lich verschobene Insertion der SchubgeiBel an diesem Zellende, die Lage des mulden- 
formig wirkenden Chloroplasten auf der Gegenseite zum GeifBelpol, das Pyrenoid mit 
Starke, die Verdiinnung der GeiBel am Ende, ihre Lange (1—1*/, K6érperlangen), 
ihre Einzahl, ihre starre und gerade Wegstreckung beim plétzlichen Aufhéren der 
Bewegung und ihre éigenartige, bogenformige Vorwartskriimmung bis zur schlieB- 
lichen Beriihrung der Zelloberflache bei langer dauernder Ruhelage. In zwei Punkten 
konnten wir Korscuikovs Angaben allerdings nicht bestatigen: Wir haben — ebenso 
wenig wie VISCHER — niemals sexuelle Kopulation beobachtet, was aber einfach 
daran liegen kann, da die gesamten Kulturen wohl von einer Zelle abstammen (vgl. 
ViscHER 1949); und weiter haben wir immer gefunden, daB die Zellen unter dem 
Deckglas sehr rasch unbeweglich werden und auch im hangenden Tropfen sehr bald 
aufhéren, umherzuschwimmen, wahrend Korscuixov angibt, da sie im Hange- 
tropfen lange beweglich blieben. Um die Brauchbarkeit unserer Kammern ein wenig 


1 Uber die an den Kulturen gemachten Beobachtungen werden wir gesondert 


berichten. 
2 Herrn Professor Dr. M. Braun in Gottingen danken wir verbindlichst fiir die 


Hilfe seines Seminars fiir slavische Philologie. 
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zu tiberpriifen, haben wir auch Chlamydomonas allein oder gemischt mit Pedino- 
monas in sie eingebracht; Chlamydomonas war im haingenden Tropfen im Gegensatz 


zu Pedinomonas noch nach Wochen in lebhafter Bewegung. Aber das sind zwei 


untergeordnete Merkmale gegeniiber den zahlreichen vorgenannten, mit KorscuI- 
Kovs Angaben iibereinstimmenden; es kann sich dabei auch sehr wohl um Storungen 


} 


ww Bee 


durch die jahrelange kiinstliche Kultur handeln. DaB die wenig wuchsfreudige — 
Pedinomonas sich im Laufe der Zeit veraindern kann, hat bereits VIscHER festge-— 


stellt; sein Stamm bildete anfanglich warzige Ruhestadien, die spater weder bei ihm ~ 


selbst (1949) noch in unseren Kulturen mehr auftraten. 


a 


ViscHERs Chlorochytridion ist also, wie schon GAMS angenommen. hat, — 


identisch mit Korscu1Kovs Pedinomonas. 


Zusammenfassung. 

Es wird dargelegt, daB die Annahme von Gams zu Recht besteht, daB 
der 1945 von ViscHER gefundene opisthokonte, eingeiBlige, autotrophe 
Flagellat Chlorochytridion identisch mit der 1923 von Korscuikov ent- 
deckten Pedinomonas ist. 
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The Classification of the Actinomyces Species 
(= Streptomyces). 


By 
E. BALDACCI, C. SPALLA, A. GREIN. 


(Eingegangen am 1. Februar 1954.) 


In the paper by Baupaccr, Comascut, Scortr a. SPaLA, read before 
the Sixth International Congress of Microbiology in Rome in 1953, there 
was given a provisional key to the identification of the species of Actino- 
myces (= Streptomyces). In view of the provisional nature of the above- 
mentioned paper, we felt that completion by an additional publication 
was called for. Accordingly, to what we have already written on this sub- 
ject, we would add the following: 


1. The present taxonomical system is based on the classification of the 
genera, as previously studied (BaLpacct 1941). In this classification the 
genera of the Actinomycetes are laid down in accordance with predomin- 
antly micromorphological criteria, such as the presence or absence of 
“spores’’, the segmentation and branching of the vegetative mycelium, 
etc. 

2. The numerous species of Actinomyces at present known have been 
grouped together into “series”. The reasons underlying this grouping 
were set out in the previous paper on the subject. As with other groups 
of Fungi (Penicillium, Aspergillus, Fusarium etc.), the “series” is to 
take an intermediate and botanically undefined place between the genus 

and the species. 

In order to sub-divide these ‘‘series’’, the cultural characteristics? 
observed on a number of substrata (selected in accordance with the 
criteria specified in paragraph 3) have been used. These cultural charac- 
teristics are constituted by the colour — and, where necessary, by the 
appearance and form — of the colonies before and after sporing, briefly 
called characteristics of the vegetative and aerial mycelia. 


On the other hand, those elements of biological activity, as enzymatic 
activity, antibiotics, substrate pigments etc., were used as characteristics 
of the ‘“‘species”’. - 

1 Approximately 4,000 isolations of Actinomycetes were made, and a certain 


number of strains utilised for this purpose. We are most grateful to the Farmitalia 
Co. (Milano) for the help they have given us in these researches. 
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The following table sums up the characteristics for classification: 


a EE 


Genus Series Species 

A Set pS SEP re) Si ee! 
Presence or absence of | Enzymatic activity 
spores 
Arrangement of the | Characteristics of the | Antibiotic activity 
spores (single or in colonies under culture, | 
series) | and colour of the vege- 

tative mycelium and 

aerial mycelium 
Ramification and | Soluble pigments spread- 
breaking up of the ing through the  sub- 
vegetative mycelium stratum, in relation to 

nutrition and px. 


3. The choice of media — discussed at the end of this paper — used for 
establishing of the “‘series’’ fulfills a particular and well-defined purpose: 
it enables us to compare our data with those in the literature on the 
subject. For this reason, we have used those substrata most favoured by 
students who preceded us in this field. This rubric was adopted by us 
out of respect for the researches of those who have worked before us, and 
out of a desire to make the best use of the existing taxonomy. It is to be 
regretted that this mode of working was not always sufficiently appre- 
ciated, and that a certain excess of interest in the biochemical aspect 
(sometimes erroneously referred to as the physiological aspect) should 
at times have been allowed to thrust it into the background. 


It is clear that standardisation of substrata should be regarded as use- 
ful only after an accurate comparison between the descriptions and 
diagnoses of our predecessors in this field, and the characteristics observed 
in these new substrata. This too has a place in our research programme. 

4, Lastly, we would add a few further points worth consideration: The 
colour of the aerial mycelium (spore producing) is far more constant than 
the pigmentation spread through the substratum. In the case of certain. 
series, the colour may be regarded as nearly always the same in the 
various substrata indicated, so that, if sporing takes place, the colouring 
is fixed (albus, sulphureus, griseus, viridis, caeruleus). One may come 
across a case of sterile mutation (without aerial mycelium), but this would 
lead to another problem. 


It is almost a tradition among mycologists to take into consideration 
the colour of the vegetative mycelium and of the spores; hence the 
naming of numerous Agaricales, Ifales (Mucedinaceae, Dematiaceae etc.), 
Aspergilli and Penicillia, Fusaria etc. In the nomenclature of the Actino- 
mycetes, too, ample reference to colour can be found. 
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In regard to the pigments of the substratum, the colour of the colonies 
presents the advantage so avoid mixing substances secreted by the Actino- 
mycetes and those of the medium. Moreover, the colour is often but only 
slightly influenced by the hydrogen ion concentration of the substratum. 

In cultures of Actinomycetes, as of Fungi in general, the medium gra- 
dually turns the colour of tea or even, at times, a deep red-brown. This 
pigmentation is normally accompanied by autolytic processes. The dark 
brown pigmentation is attributable, in the case of moulds, to an accumu- 
lation of humin containing N and is characteristic of neutral or alkaline 
autolysates (as in those Actinomycetes which are appropriately called 
“chromogenes’’, Foster, 1949). The compound of colours of the humin 
is caused by breaking down of cyclic compounds of cell proteins and the 
condensation and catalytic oxidation of these due to traces of copper 
present. The maximum humin content is reached with the exhaustion of 
the sugar in the medium and the formation of NH;. The addition of 
tyrosine or tryptophane favours the formation of humin, probably on 
account of their aromatic groups (BrHR, 1930, quoted in Fosrmr, 1949, 
page 88; Mrrz, 1930, quoted in Fosrmr, page 88) noted the correlation 
between autolysis and the dark red-brown pigmentation of the medium; 
when zinc and iron are present, this pigmentation is more marked. 

Various observations regarding Actinomycetes have been made by 
Lieske (1921), BersertncKk (1900), AranasiEv (1937) and Kriss (1936 

till 1939). 

Autolysis may be accompanied by the liberation of more cell consti- 
tuents in soluble form — apart from the other nitrogenous substances, 
such as amino acids and their polymers (as mentioned above); non- 
nitrogenous substances, such as simple sugars (free or combined); organic 
acids; lipid materials, vitamins, coenzymes and minerals. Moreover, 
change of the hydrogen ion concentration in the medium, favoured by the 
presence of mineral elements or sugar, also leads to the appearance of 
different colours (WAKSMAN, 1919; Conn, 1941). 

Genetic factors also play their part. The researches of MrTcHELL and 
Hovianan (1946, quoted in Foster, page 167) revealed that a red 
pigmentation appeared in the substratum of a strain of Neurospora 
crassa when a specific enzyme was lost as a result of the destruction of a 
gene responsible for the synthesis of this enzyme. The strain is not able 
to synthesise adenine, and the precursor of the adenine is accumulated and 
converted into a bright purple-red pigment appearing in the substratum 
and vegetative mycelium. In old cultures it is insoluble, black or red in 
colour, and is found as granules or in the vacuoles of the mycelium. The 
mutants of Neurospora crassa, which are unable to synthesise nicotinic 
acid, are another example. These strains, too, are characterised by the 
appearance of a red-brown substratum. Lastly, metabolic substances, 
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colourless in themselves, may be formed and excreted by the fungus into 
the medium where they then react with certain constituents of the 
medium to produce a coloured compound. One such example is the red 


ewe 


colouring brought about by kojic acid when produced in the presence of 


iron. 
All these facts seem clearly to indicate that relying for classification on 
the colour of the medium may easily lead to false conclusions, unless one 


has a true knowledge of the pigmentation phenomena. The characteristics — 


of the aerial mycelium and of the vegetative mycelium — by far more 
constant and more easily standardized — must therefore be taken into 


account for achieving a system of classification which will ensure the 


attainment of the end in view: a straightforward routine for the recogni- 
tion of the species of Actinomyces. 


For diagnostic purposes, there is, at this stage, scarcely any point in 
comparing the “‘series” with the species or linneon as a whole, or the — 
“species” with the variety (jordanon or others). Such considerations are, _ 


no doubt, useful but involve the whole problem of the species in micro- 
biology. Our aim is practical classification and therefore empirical and 
not natural taxonomy. 

Schematically, the routine followed may be represented thus: 


Aerial mycelium — white 


Colourless Aerial mycelium — coloured 


Vegetative mycelium 
Aerial mycelium — white 
Aerial mycelium — coloured 

In some cases observation of these characteristics leads to an immediate 
recognition of certain very typical species, (such as: sulphureus, albus, 
viridis, lavendulae, griseus) or facilitates identification, readily confirmed 
by diagnosing a few other elements, of other species. 


By the colour of the mycelium is meant that which it has during the 


Coloured 


t 


period between start of growth and the time when it takes on its fixed 
colouring, that is to say after the first phase of the culture (usually to- 


wards the 10th/20th day). What should be regarded as useful elements, 
however, is the appearance in the aerial mycelium of bunches of hyphae — 
the structure of which should be studied and defined from a mycological 
viewpoint — in the form of sporulated “‘tufts’ which are often of colour 
a quite different from that of the aerial mycelium as a whole (i. e. white or 
yellow “tufts” with grey aerial mycelium). 

In naming the “series” we have taken the name of the species des- 
cribed above, among those which belong to it, accordingly as we have 


been able to determine. The following table gives a survey of the various 
“series”: 
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Key to the species of Actinomyces. 


Section I: Colourless! Vegetative Mycelium. 


1. Aerial mycelium — white. ..... Series ALBUS 

2 es be sea preen . . » GRISHUS 
es oye green-azure ... Pe ee DES, 

ee. ms WALIdses ele MEMO BPR »  CAHRULEUS 

5 ss we white/ wine/lavender » LAVENDULAE 
6 a4 se Hens pia sc. ase ou,  pOUSL OS 

6 : fi TCV vena: os o BVLASTATICUS 


Section II: Coloured Vegetative Mycelium. 
a) Yellow Vegetative Mycelium. 


8. Vegetative mycelium — lemon yellow to 
custard yellow Series AUREUS 
Aerial mycelium — greyish white 


9. Vegetative mycelium — reddish yellow- 
green ,» MADURAE 
Aerial mycelium — red/white 
10. Vegetative mycelium — orange-yellow 
F 
Aerial mycelium — reddish grey * ee pee 
at. Vegetative mycelium — golden yellow , ALBIDOFLAVUS 
Aerial mycelium — white 
b) Vegetative Mycelium — brown to black 
12. Aerial mycelium — grey. ... . Series ANTI BIOTICUS 
13. ~ F greyish white » SCABIES 
14, es _ yollawart =. ,» SULPHUREUS 
15. 3 a greenish grey » INTERMEDIUS 
c) Vegetative Mycelium — maroon 
16. Aerial mycelium — grey. ... .- Series RIMOSUS 
d) Vegetative Mycelium — pink 
Li. Aerial mycelium — white . . . . Series BOSTROEMI 
e) Vegetative Mycelium — red 
18. Aerial mycelium — white . . . . Series ALBOSPOREUS 
19. = od pinkred. .. ,, RUBRIRAETICULI 
20. nf 5 black .... ,  MELANOSPOREUS 


f) Vegetative Mycelium — bluish violet-red 


21. Aerial mycelium — white with 
various tints Series VIOLACEUS 


i The term “colourless” refers to that mycelium which takes on the colour 
shades of the substratum from which it is developing. 
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We would point out that this scheme has the advantage of leaving 
space for new combinations if and when series are established which are, 
let us suppose, distinctly different from those recorded. 

At this stage it is necessary to give an analysis in detail within each 
series. We shall examine these in alphabetical order. 

We have not indicated the name of the author who carried out the 
study of the species because we feel that it could best be given in further 
studies of each single series. Only in certain cases, so as to avoid possible 
confusion due to the ambiguous or double use of the name, have we given 
the name of the author. 

Series ALBIDOFLAV US: This series appears not to have been invest- 
igated thorough enough. It includes the species albidoflavus and albo- 
flavus. 

Series ALBOSPOREUS: This series too deserves a more homuel 
investigation. It includes A. albosporeus and A. bobiliae. 

Series ALBUS: Baupacct (1939) should be referred to for a study off 
this series. About 30 synonimous names for this series have been listed 
by this author. 

The following species may be placed under the heading of this last 
series. These species either bear synonimous names or are related or 
aggregate species: albus, acidophilus, almquisti, beddardi, chromogenus, 
erytreus, exfoliatus, farcinicus, flocculus, gedanensis, gelaticus, gibsonit, 
gougeroti, heimii, kimbenti, liesket Duché, listerii, malencont, raeticuli, 
somaliensis, sanninit (Ciferri), saprophyticus (Gasp.), thermophilus (Berest- 
neff) Miehe nee Gilbert, wpcottli, willmorei, Cladothrix dichotoma Macé, C. 
liquefaciens, C. invulnerabilis, C. odorifera, Oospora doriae, O. alpha, 
Streptothrix alba, S. candida, S. dassonvillei, S. foerstert, S. graminearum, 
S. leucea, S. latridii, S. pyogenes. 

This is a large series — also in so far as it has the faculty of presenting 
variations and of adapting itself to various environments and attacking 
various substrata. There is a considerable body of microbiological and 
pathological literature on this series. 

Series ANTIBIOTICUS: Reference should be made to the publi- 
cations of WAKSMAN (1941). It includes the species A. antibioticus. 

Series AUREUS: A study of this series is of outstanding interest for 
clarifying such species of traditional text-book interest as flavus and 
citreus. We have isolated from soil analogous species in the course of deter- 
mination. The tendency of the aerial mycelium to vary is manifest and 
may offer indications for the diagnosis of the relevant species. See 
KRAINSKY (1914). 

The following species belong to this series: aureus, awreofaciens, 
citreus sensu Krainsky, fimicarius, flavus, flaveolus, fordii, griseoflavus, 
hygroscopicus, microflavus, parvus. 
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Series BOSTROEMT: See Batpacctr (1937). This series includes the 
following species: bostroemt, carneus, mexicanus, leishmannii. 

Series CAHRULEUS: See Batpacct (1942). Species: caeruleus. 

Series DIASTATICUS: The species in this series are the following: 
diastaticus, cellulosae, griseolus, lipmanii, venezuelae, thermophilus Gil- 
bert, diastatochromogenus. 

This series comprises and groups together those which in the previous 
publication were indicated under ‘‘Neo-in-gri” and “In-gri’’. 

Series FRADIAE; See A. fradiae [WaKsmaN et C. (1919)]. 

Series GRISEUS: This species has come to the forefront as a result 
of researches into antibiotics. The species was first described by KRAInsKY 
in 1914. An amendment was presented by WAxkSMAN in 1919. The follow- 
ing is what WAKSMAN wrote: 

“This organism was isolated numerous times from the soil. The term A. griseus 
was used before by Kratnsky so that the description of the latter is itself an 
emendation. Although this organism was originally identified with the organism 
described by Kratnsky under the same name (from description only, without any 
actual comparison of cultures), this identification should be, therefore, corrected. 
The culture described here possesses a very strong proteolytic power, while KRAINS- 
Ky stated that his culture was not strong proteolytically.” 

If we examine the characteristics given by KRaInsky we are led to 
link this species with A. viridis. This conclusion appears still more logical 
when we study the coloured tables prepared by Kratnsky. However, in 
view of the impossibility of comparing KRainsky’s original strain and 
the difficulties that would arise if one did not accept WAKSMAN’s amend- 
ment for a species so generally studied in laboratories, it appears advisable 
to take as definite the characteristics specified by the American author 
and given in BrrGry’s Manual. It should be noted that the name “griseus” 
is scarcely an apt one for this species, as it is not “grey” but white to 
bottle-green in colour when sporing. Numerous strains have been isolated 
by us and compared, with satisfactory results, with WAKSMAN’S strains. 
There is a considerable body of literature dealing with this species which 
has a faculty for mutation. This series embraces the following species: 
griseus, innominatus, odorifera, verne. See Batpacctr and Comacat (1953). 

Series INTERMEDIUS: This includes the species intermedius and 
olivaceus. See the papers by WOLLENWEBER (1920) and WaxksMAN (1919). 

Series LAVENDULAE: For this series see the papers by WAKSMAN, 
and WAKSMAN and collaborators (1919 et passim). It includes the species 
lavendulae. 

Series MADU RAE: This was studied by Batpacct (1942) who clarif- 
ied the reason why it is so named. No relationship between the patho- 
genic power of the species madurae and the aethiology of the disease 
known as Madura Foot has been established. This species is of very 
common occurrence in the soil and has a faculty for varying. The series 
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embraces the following species: madurae, A. bahiensis (P. de Silva) 
Brumpt, californicus, micetomae, ruber (Krainsky), Oospora bahiensis, 
O. micetomae, O. madurae, Streptotrix madurae, S. micetomae. 

Series MELANOSPOREUS: See Batpacct (1938). This includes the 
species melanosporeus and melanocyclus. 

Series RIMOSUS: This includes the species rimosus. For this series 
we refer to the papers by Frvaty and collaborators (1950). The series 
corresponds to that which, in the previous publication, is placed 
under the heading ‘‘Cas-Gri’’. We ourselves have made some isolations, 
but the fact remains that this is a typical case of faulty systematic 
placing of the Actinomycetes. In fact, a description of A. rimosus is not 
to be found, and the above identification was made possible only by a 
comparison of cultures. It is obvious that if Latin binomials are used 
without there being given morphologico-cultural diagnoses, the already 
complicated classification of the Actinomycetes becomes impossible. 

Series ROSEUS: This is another ‘“‘text-book”’ species and would call 
for some deeper study — also with reference to repeated descriptions and 
comments in regard to it. See also Ducu& (1934). The series embraces the 
following species: roseus Nam., rosea C. et C., roseochromogenes Jensen. 


Series RUBRIRAETICULI: For this species, see KRAINSKyY (1914) 
and WAKSMAN (1919). It embraces A. rubriraeticult. 


Series SCABIES: This series includes the following species: scabies 
(Thaxter) Waksman, annulatus, caprae (Silberschmidt), halstedii, 
olivochromogenus, pheochromogenus, purpureochromogenes, rutgersensis, 
poolensis. These species were studied by Batpacct a. SPALLA (1953) 
and SPALLA a. BoncomPag@nt (1953). 


Series SULPHUREUS: See Batpacctr (1937). This includes the 
species sulphureus. It is well-known that the characteristics of this 
species have been given as “‘bovis” since bovis has been regarded as an 
aerobic, spore-producing, species! When it was decided to place bovis 
among the anaerobic species, and therefore asporigenous, ‘‘sulphwreus”’ 
was promptly placed among those species imperfectly described or in- 
determinable! 

Series VIOLACEUS: Numerous species are gathered together in this 
series which has a very marked tendency to undergo variation. We refer 
to the work of Banpacct (1942) for an attempt at re-arrangement of the 
species (here regarded as varieties) of this series. The series embraces the 
following species: violaceus, coelicolor, novaecaesareae, violaceus ruber W. 
et C., violaceus caesari W. et C., Oidium variecolor, Streptothrix violacea. 


Series VIRIDIS: This comprises the following species: alboviridis, 


flavovirens, viridochromogenes, viridis (sensu LOMB. PELL. ; MILL. et BuRR.; 
DucuHz®). 
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The cultures of Actinomycetes, with a view to their description and 
identification, were grown on the following media: 


1) Potato agar 6) Sugar-Gelatine 

2) Carrot agar 7) Meat peptone solution 
3) CzAPEK’s modified agar 8) Starch 

4) Calcium malate agar 9) Milk Potato Agar 

5) Nutrient agar 10) Potato plugs. 


The choice of these substrata was made on the basis of our own experi- 
ence and of the specification set out in the literature on the subject. The 
following is the composition of the foregoing substrata: 


1) Potato Agar 2) Carrot Agar 
Peeled potatoes g 200 Carrots g 350 
Dextrose g 20 Agar g 18 
Agar g 18 Distilled water ccm 1000 
Distilled water ecm 1000 Pe — 7.2 
pr = 7.2 

3) CzaPEK’s Agar modified 4) Calcium Malate Agar 
K,HPO, fi all Calcium malate g 10 
MgSO, oa. NH,Cl g 0.5 
KCl (ihe = ol U5 K,HPO, a 05 
FeSO, ee 0:01 Agar g 18 
NaNO, FE Pe Distilled water cem 1000 
Sucrose g 30 pu = 7 
Agar g 18 
Distilled water ecm 1000 
Pa 7.4 

5) Nutrient Agar 6) Gelatine 
Peptone fe AE Peptone {cules 
Liesics beaf extract pets Glucose g 20 
NaCl Sipe IS Gelatine g 200 
Glycerine g 15 Distilled water cem 1000 
Agar ee ile} po =7 
Distilled water eem 1000 
pa = 7—7.2 

7) Meat Peptone Solution 8) Starch Agar 
Glucose wae alO Starch gr. 10 in cc. 800 water plus 
Peptone g 10 cc. 500 water containing: 
Lieste’s beaf extract g 5 K,HPO, Fae oil 
NaCl fogs 25) MgSO, ge aia 
Distilled water eem 1000 NaCl op eel 
po = J—7.2 (NH,),S0, Ge 

CaCO, go3 
Agar om 10 

9) Milk Potato Agar 10) Potato plugs 
Sterilised milk poured on to an ad- in a Roux test tube. 
vanced culture grown on potato 


agar. 
The cultures are checked on the 3rd, 10th, 20th, and 40th day after 
inoculation. They are first kept in an incubator at 34°—37° for a week 
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and then at room temperature. The characteristics of the cultures are, 
from time to time, registered on a specially prepared chart. 


The chart is divided into the following headings: colour, appearance and develop- 
ment of the vegetative mycelium; colour of the back surface of the colony (this is 
clearly visible when the culture is grown on an artificial solid medium) ; appearance 
of the colony as a whole (smooth, uneven, raised up, sunken, corrugated, vermiform 
etc.); colour of aerial mycelium; growth of this last (abundant, below average, 
average, non-existent etc.); production of pigment. é 

As regards the biochemical characteristics, cultures on gelatine are made with a 
view to observing proteolytic activity, and the shape assumed by the fluidified 
substratum is taken into account (inverted cone, cylindrical, complete, in line with 
the infission, deep or superficial). Cultures on starch agar are carried out in order to 
assay the hydrolysis of starch. To observe this characteristic, 3—4 ccm of Lugol’s 
liquid is added [in such a way that the whole substratum surface is submerged 
(WaksMAN’s method)] 10—15 days after inoculating plates of starch agar, and 
when the colonies have reached a certain stage of development. Soon afterwards, a 
zone will appear in which hydrolysis has occurred, and it is the edge of this zone’ 
which should be observed (clear-cut or blurred in outline) together with the colour 
(in order to calculate the dextrine content and sugar content). 

The milk was introduced into the tubes containing cultures on potato agar at the 
end of the observation period. After 10—20 days a curdling and fluidifying activity 
of the strain is observed, accompanied by coagulation (GortN1’s method). 

Two methods were adopted for the investigation of morphological characteris- 
tics: The first consisted in the microscopic observation of prepared plates of Actino- 
mycete colonies, bringing out in particular the development and appearance of the 
hyphae. In this way it is possible to determine the presence of hook-like growths, 
tufts and spores, as these are often clearly seen against the white surface of the 
starch medium. Observation was focused on the germination of the spores and the 
initial growth of the colony up to the disappearance of the aerial mycelium, inoculat- 
ing the strains in Petri dishes containing liquid medium and in which glass slides 
had been placed in a tilted position. The colonies of Actinomycetes develop first in 
the broth, and afterwards on the slides. By extracting the glass slide as and when 


opportune, it is possible to carry out a detailed microscopic study of the shape of 
these colonies. 


Extract. 


The paper presents a classification of the Actinomycetes completing the 
provisional one published in the proceedings of the Sixth International 
Congress of Microbiology (Rome, 1953). . 

This classification is based on the formation of “serie s’’, similar to those 
of the Aspergilli, Penicillia, Fusaria etc. These defined series are defined 
on the basis of the characteristics of colonies and cultural characteristics, 
with special reference to the colour of the vegetative mycelium and 
aeria! mycelium. 

These characteristics prove more constant than the pigmentation of 
the substratum (reported to by WAKSMAN in BERGEY’s Manual). 

The paper discusses this last point in full. A list is given of the better 
known species as grouped together into series. The paper ends with 
specifications of cultural media and laboratory technique. 
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Riassunto. 


Viene presentata una classificazione degli Attinomyceti che completa quella non 
definitiva pubblicata negli atti del VI. Congresso Internazionale di Microbiologia 
1953 (Roma). 

La classificazione ha per base la costituzione di,,serie‘ analogamente a quanto 
é stato fatto per Aspergilli, Penicillia, Fusaria ecc. Per la costituzione delle serie 
sono stati utilizzati i caratteri delle colonie, i caratteri culturalie particolarmente la 
colorazione del micelio vegetativo e del micelio aereo. 

Questi caratteri si dimostrano pitt costanti di quelli relativi alla pigmentazione 
del substrato, utilizzati da Waksman nel BrerGry’s Manual. La discussione su’ 
questo punto viene presentata. Vengono elencate le specie pit: note da raggruppare 
nelle singole serie. Infine sono indicati i substrati di cultura e le tecniche di lavoro. 
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(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Gottingen und dem 
Institut fiir Bodenuntersuchung Dr. A. Kawe GmbH, Uslar-Allershausen.) 


Untersuchungen 
iiber die Beeinflussung des Bakteriengehalts 
und der Nihrstoffe im Boden durch den Riesentrichterling 
(Clitocybe gigantea Sow.). 


Von 
ADOLF OPPERMANN und ALBERT KAWE. 


Mit 1 Textabbildung. 
(Hingegangen am 23. Februar 1954.) 


Im Sommer 1950 wurden wir auf einer Waldwiese (Bomhof bei Vahle 
in der Nahe der Ruine Malliehagen) im Solling auf einen 1/,—1 m breiten 
Streifen aufmerksam, in dem die Pflanzen braun und abgestorben waren. 
Er lehnte sich in einem Halbkreis von 20 m Radius an einen nach Siiden— 
exponierten Waldrand an. An der Innen- und AuBenseite der braunen— 
Zone wuchs das Gras besonders kraftig. In dem geschadigten Gebiet war 
der Boden in 5—15 cm Tiefe von einem dichten, spinnwebeartigen Mycel- 
geflecht eines Pilzes durchwuchert. Im Herbst traten hier groBe Mengen 
von Fruchtkorpern von Clitocybe gigantea Sow. auf. 


Hexenringe, eine ringférmige Anordnung von Pilzfruchtkérpern, sind von 
vielen Pilzen bekannt. Sie kénnen nur bei einer sehr gleichmaBigen Bodenbeschaffen- 
heit und vieljahrigem, gleichmaBigem Wachstum des Pilzmycels entstehen. Beides 
muBte also hier vorgelegen haben. In der Tat erwies sich der Boden, ein tiefgriindiger 
Buntsandstein- Verwitterungsboden mit nur einzelnen, abgerollten Steinen, als sehr 
homogen. Der Wald bedingte eine gute Feuchtigkeit, die fiir ein gleichmaBiges 
Wachstum des Pilzmycels unerlaBlich ist. Deutlich war an einer Stelle der Wiese, 
wo sich ein kleiner, trockener Buckel erhob, eine Einbuchtung des Ringes zu sehen; 
hier war das Mycel langsamer gewachsen. 

Bei den Waldpilzen erreichen die Hexenringe selten mehr als 5—10 m Durch- 
messer und lassen oft keine Beeinflussung des Pflanzenwuchses erkennen. Eine 
unmittelbare Beeinflussung des Pflanzenwuchses (von der Mycorrhiza verschiedener 
Baumarten abgesehen) ist nur von wenigen hexenringbildenden Pilzen bekannt, so 
z. B. von Marasmius oreades (siehe JAHN 1949), gewissen Collybia-Arten (Miincu 
1914) und Agaricus maximus (Miincr 1914 u. 1917); dem Pilzsammler ist auch be- 
kannt, daB er den Champignon (Psalliota campestris) vorwiegend in dem iippiger 
stehenden Grase kleiner Hexenringe auf Wiesen findet. Nach der von Mitncu (1917) 
gegebenen Beschreibung und Abbildung von Agaricus maximus scheint dieser Pilz, 
der auf einer Wiese bei Kaiserslautern einen Hexenring von 35!/,m Durchmesser 
bildete, mit der von uns gefundenen Clitocybe gigantea identisch zu sein. Gram- 
BERG (1939) bezeichnet den von Mi‘ncu beschriebenen Hexenring als den gréBten, 
der bekannt geworden ist. Der Ring wurde spiter undeutlich, die Stellen der Schadi- 
gung des Pflanzenwuchses vereinzelt. 


Beeinflussung des Bakteriengehaltes im Boden. 359 


Der von uns aufgefundene Hexenring hatte einen Durchmesser von 
40 m, doch ist auch er im Absterben begriffen. Schon im Herbst 1952 
bildete er keine Fruchtkérper mehr aus, und die Stellen der Wachstums- 
schadigung der héheren Pflanzen wurden kleiner und waren nicht mehr 
zusammenhangend. Dadurch konnten weitere Untersuchungen iiber die 
qualitative Veranderung der Bakterienflora, die noch vorgesehen waren, 
leider nicht mehr durchgefiihrt werden. 

HOLLANDE (1945) hat festgestellt, daB Clitocybe gigantea ein Antibio- 
ticum, das Clitocybin, bildet, das gegen verschiedene pathogene Mikro- 
organismen wirksam ist. In unserem Hexenring bot sich eine gute Gelegen- 
heit, den EinfluB des Antibioticums auf die Bakterienflora am natiirlichen 
Standort zu beobachten. 

Vielfach zeigen ja Antibiotica, die im Laboratoriumstest groBe Wirkung haben, 
eine solche im Boden nicht; sei es, daB die Pilze das Antibioticum auf dem natiir- 
lichen Substrat nicht bilden, sei es, daB das Antibioticum im Boden an Humusteil- 
chen adsorbiert und damit unwirksam gemacht wird (WALLHAUSSER 1951, Literatur 
auch bei RippEL-BaLpEs 1952). Andererseits kennt man auch Falle, wo ein Anti- 
bioticum auch in dem natiirlichen Substrat gebildet wird und wirksam ist (GRoss- 
BARD 1948, OPPERMANN 1951 und andere). Wenn in unserem Falle eine antago- 
nistische Wirkung auch im Boden vorhanden war, so muBte sie sich bei der starken 
Anhaufung von Mycel feststellen lassen. 


Experimenteller Teil. 


Zur Untersuchung wurden jeweils 1) 1/, m vor der Zone des Pilzwachstums, 2) in 
der Zone des starksten Pilzwachstums, in der das Gras abgestorben war und 3) 1/, m 
hinter dieser Zone, dort, 
wo das Pflanzenwachstum 
gefordert war, Bodenpro- =| g—~-.__ 


—— Wachstumsrichtung des Pilemyoels 


ben entnommen. Die Ent- $ f 
nahme erfolgte, nachdem & 

: : oe - 
von oben eine 2 cm dicke = - 
Erdschicht entfernt wor- S g 
den war, mit sterilen Glas- “ 
rohrchen, die etwa5cmin = 


den Boden hineingestoBen 
wurden. Im Laboratorium 
wurde die Zahl der Bak- 


Hohe des Grasbewuohses 


terien nach der Kocuschen Mycelzone 

Plattenmethode bestimmt. Abb. 1. Bakteriengehalt des Bodens und Hohe des Grases in 
Probeentnahmen erfolgten der Zone des Pilzwachstums und ihrer Umgebung. 

am 21.9.,15.10. und 7.11. Links AuBenseite, rechts Innenseite des Hexenringes. 


1951. Gleichzeitig wurden 
an den gleichen Stellen die Proben fiir die unten beschriebenen RUC u UDR: 


suchungen entnommen. 

Bei der Priifung auf Bakteriengehalt des Standortbodens ergab 
sich in allen drei Fallen, daB in der Zone des starksten Pilzwachstums die 
Bakterienzahl abnahm (Abb. 1). AuSerdem erfolgte hier das Auskeimen 
der Sporen bei den Sporenbildnern und der Beginn der Teilung bei den 
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nichtsporenbildenden Bakterien spiter als bei den auSerhalb dieser Zone 
genommenen Proben. Dies weist auf eine Schadigung selbst dieser noch 
am Leben gebliebenen Keime hin. Ein Test eines wiBrigen Auszuges 
aus den Pilzfruchtkoérpern ergab eine starke Hemmung des Wachs- 
tums der als Testorganismen benutzten Bakterien (Bac. mycoides, Bac. 
subtilis, Staphylococcus aureus und. Bact. coli). Bac. mycoides wurde offen- 
sichtlich auch im Erdboden von Clitocybe beeinfluBt, denn in den Proben 
aus der verpilzten Zone waren erheblich weniger Individuen dieses Bak- 
teriums vorhanden als in den anderen Proben. 

Eine gewisse Beeinflussung der Mikroflora mag auch noch durch die 
anderen Faktoren gegeben sein, die durch den Pilz verandert wurden. So 
lag in der Zone des stirksten Pilzwachstums eine leichte Ansiuerung* 
vor (Tab. 1), hervorgerufen wohl durch organische Sauren, die der Pilz 
wahrend des Wachstums bildet. Die Ansiuerung war zwar gering, doch 
weist die Veranderung des py-Wertes in einem so gut gepufferten Medium, 
wie es der Erdboden ist, darauf hin, daB der Pilz auch unter natiirlichen 
Bedingungen erhebliche Siuremengen bildet. 


Tabelle 1. py-Werte, Kaliwm-Gehalt, Phosphor-Gehalt und wasserhaltende Kraft des ; 


Bodens in der Pilzwachstumszone und ihrer Umgebung*. 


| | 
| Zone vor dem | Zone des stirksten | Zone der Férderung 


Pilzmycel : Pilzwachstums | des Graswachstums 


pa-Wert . Ae ay ee As 5,9 5,4 5,6 
KR OSWertee teams coe 6 0,6 | 2.4 0,6 
P,O;-Wert*** Aero. cPY 1:9 1,9 
Wasserhaltende Kraft in %. | 72 52 | 62 


* Die Werte sind Mittelwerte aus den 3 zu verschiedenen Zeiten genommenen 
Proben. 
** mg K,O in 100 g lufttrockenen Bodens. 


: 
: 


*** Konzentration PO; im Filtrat der Ausschiittelung des Bodens mit seiner eigenen _ 


Bodenlésung, Konzentration 1 = 0,142 mg P,O,/1. 


Sehr auffallig war weiterhin die Veranderung des Gehalts dieser Zone 
an Kalium und Phosphat (Tab. 1)2. In der Zone des starksten Pilz- 
wachstums wurde bei allen Untersuchungen ein erheblich erhéhter Gehalt 
an leicht loslichem Kalium gefunden, und zwar die 3—4fache Menge des 
in den anderen Proben festgestellten. Der Gehalt an Phosphat dagegen 
nahm innerhalb der Zone starken Pilzwachstums erheblich ab (Tab. 1). 

Das ist verstindlich, wenn man bedenkt, da zur Bildung eines so reichlichen 


Mycels gréBere Phosphatmengen verbraucht werden. Auch dort, wo das Pilzmycel 
schon abgestorben war und das Wachstum der héheren Pflanzen wieder einsetzte, 


* Gemessen nach der Methode Kawe (1935) in der Aufschlammung des Bodens 
mit seiner eigenen Bodenlésung. 

* Der K-Gehalt wurde nach der Methode Kawe (1935) flammenphotometrisch, 
der P,O;-Gehalt nach derselben Methode kolorimetrisch bestimmt. 
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war der Phosphatgehalt noch niedrig; der im Pilzmycel gebundene Phosphor wird 
anscheinend nur sehr langsam wieder freigesetzt. 


Das Ansteigen des Kaliumgehalts in der Zone ist méglicherweise dadurch zu 
erklaren, daB das Wachstum der héheren Pflanzen, die ja viel Kalium verbrauchen, 
vollig verhindert wird, die vorhandenen Pflanzenwurzeln abgestorben sind und die 
Léslichkeit des vorhandenen Kaliums durch die leichte Ansiiuerung des Bodens 
noch begiinstigt wird. 

Auf einen Faktor sei noch hingewiesen, den das Pilzmycel stark beein- 
fluBte: die wasserhaltende Kraft des Bodens. Sie ist ein MaB fiir die 
Gare des Bodens. In den Gebieten, in denen das Pilzmycel den Boden 
durchwucherte, sank sie erheblich ab (Tab. 1). 

Die Untersuchungen haben also gezeigt, daB ein Pilz an seinem natiir- 
lichen Standort einen groBen Einflu8 sowohl auf die Mikroflora des 
Bodens als auch auf die Vegetation hoherer Pflanzen ausiiben kann und 
auBerdem noch verschiedene andere Faktoren im Boden stark beeinfluBt. 


Zusammenfassung. 

Untersuchungen an einem Hexenring von Clitocybe gigantea Sow. er- 
gaben: 

Die hoheren Pflanzen wurden in der Zone starken Pilzwachstums abge- 
totet. 

Die Zah]l der Bakterien in der Bodenmikroflora nahm unter der Wirkung 
des Pilzes ab. 

In der Zone starken Pilzwachstums fand im Boden eine leichte An- 
sduerung statt. Der K,O-Wert stieg in dieser Zone auf das 4fache. Der 
P,O;-Wert war in der Pilzwachstumszone hingegen sehr stark erniedrigt. 
Die wasserhaltende Kraft des Bodens wurde durch den Pilz erheblich 
gesenkt (von 72 auf 52%). 
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Untersuchungen zur Erdélbakteriologie. 
Il. Uber Vorkommen und Verhalten von Mikroorganismen in Erddl. 


Von 
D. KNOSEL und W. SCHWARTZ. 


Mit 5 Textabbildungen. 


(Eingegangen am 5. Marz 1954.) 


ee ee 


rr orm: 


An der weiten Verbreitung lebender Mikroorganismen in Erd6l kann | 
heute nicht mehr gezweifelt werden, nachdem die ersten Feststellungen ~ 
amerikanischer und russischer Forscher immer wieder bestatigt worden — 


sind. Einen Uberblick iiber den gegenwartigen Stand der Mikrobiologie 


des Erdéls findet man z. B. bei ScowaRtTz u. MULLER (1948, 1953) und bei 


APPERT (1952). 


Dagegen ist iiber die Faktoren, von denen im Erdé] die Entwicklung 
von Mikroorganismen abhingt, nur sehr wenig bekannt. Einzelne, von 
anderer Seite nicht bestitigte Hinweise, z. B. tiber Beziehungen zum 


Alter der Lagerstatte, findet man in der schwer zuginglichen russischen : 
Literatur (GINSBURG-KARAGITSCHEWA, 1926). Wichtig wire vor allem — 


die Kenntnis der Ernaihrungs- und Stoffwechselverhiltnisse im Erdél; 
einmal wegen der wiederholt geiiuBerten Vermutung iiber einen Zusam- 
menhang der heute im Erdél lebenden Mikroorganismen mit den an 


seiner Entstehung beteiligten Mikroorganismen, dann aber auch mit — 


Riicksicht auf die Frage, ob es gelingen wird, mikrobiell bedingte 
chemische Prozesse, mit deren Vorhandensein im Erdél gerechnet wer- 
den mu, aufzukliren und sie experimentell zu beeinflussen. Die Vor- 
aussetzung hierfiir ist, da® zunichst genauere Grundlagen iiber die all- 
gemeinen Lebensbedingungen im Erdél ermittelt werden, als sie bisher 
bekannt geworden sind. Auch Untersuchungen bei héheren Tempera- 
turen und erhdhtem Druck haben zu Vergleichszwecken eine Klarung 
der Lebensverhaltnisse im mittleren Temperaturbereich und bei dem an 
der Erdoberflache herrschenden Druck zur Voraussetzung. 


Der Deutschen Gesellschaft fiir Mineraloélwissenschaft und Kohlechemie danken 
wir fiir die gewahrte Unterstiitzung, desgleichen den Erdélgesellschaften ,,DEA“, 
,.Gewerkschaft Elwerath‘‘ und ,,Wintershall AG.“ fiir ihre Hilfsbereitschaft und 
fiir das verstandnisvolle Eingehen auf unsere Wiinsche. 
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Untersuchungen zur Erdélbakteriologie. 


I. Methodik. 
1. Herkunft der Olproben. 


Die Untersuchungen erstreckten sich auf 9 Olproben, davon 6 von den Olfeldern . 
in Nienhagen, Hannover, und 3 vom Olfeld Melldorf, Holstein (Tab. 1). Fiir die Aus- 
wah] der Olproben erschien es einmal von Wichtigkeit, Ole verschiedener Herkunft 
und Beschaffenheit zu vergleichen; zum anderen festzustellen, inwieweit bei Olen 
aus der gleichen Lagerstiitte, also bei im allgemeinen gleicher geologischer Herkunft 
und zum mindesten ahnlicher chemischer und physikalischer Beschaffenheit, Uber- 
einstimmungen im Vorhandensein und den Lebensbedingungen von Mikroorganis- 
men bestanden. Die Olproben wurden an der Erdoberfliche unter sterilen Be- 
dingungen an der flieBenden Sonde in sterilen Glasstopfenflaschen von 500 cm? Inhalt 
aufgefangen und im Laboratorium dunkel bei Zimmertemperatur aufbewahrt. 


Tabelle 1. Geologische und chemische Daten iiber die untersuchten Erdéle. 


Bezeich- geol. Formation ‘Wasser- J Datum der 
nung Feld und Sonde und Teufe gehalt Bemerkungen Probenahme 
M86 | Melldorf 86 ZecneCE el Secure sehr 27. 8.1951 
1393—1415 m gasreich 
Zechstein : sehr 27.8. 1951 
ee aaee|.Melidort 116 999 m SPuneh gasreich 19.9. 1952 
Zechstein “ Asphaltgehalt l 
M 42 =| Melldorf 42 947-962 m 058% 70 27.8. 1951 
~ | Eicklingent Valendis 0.9° annfliissi 8.6. 1951 
B45 | 4 6,10, 12,15 | 500—800 m Deshler Ne 
E114 | Hicklingen 114 Valendis 6. 9. 1952 
Wealden : : 
c 14. 5. 1952 
K6 | Kulenberg 6 11601190 m frei eruptiv palo 
Wealden ; 
cs 2 14. 5. 1952 
K 2 Kulenberg 1200 m Spuren eruptiv 
Bere Wealden a Paraffingehalt 6. 9. 1952 
| F 33 Frohlich 33 14971442 m 8,5% 3.4 3,6%, .9. 
$7 | Schmal7 Wealden 20% 14. 5. 1952 


1 Sammelprobe. 


2. Mikroskopische Untersuchung. 

Eine direkte mikroskopische Untersuchung von Olproben in Ausstrichen und 
Deckglaspraparaten hat nur bei verhaltnismaBig hohen Keim- und Wassergehalten 
Erfolg, wenn sich Mikroorganismen in den im Ol eingeschlossenen Trépfchen von 
Olwasser nachweisen lassen. Bei unseren Untersuchungen trafen diese Voraus- 
setzungen nicht zu. 


3. Bestimmung des Keimgehaltes. 


Wir waren daher auf die indirekte Methode des Nachweises durch Kulturver- 
suche angewiesen. Als Nahrmedien kamen zunichst Fleischbouillonagar (FbAg), 
Fleischbouillon (Fb) und Wirzeagar (WAg) der tiblichen Zusammensetzung 
in Frage, die nach den ersten orientierenden Versuchen durch Medien von geringerem 

‘Nahrstoffgehalt ersetzt wurden. Als Zusatz zum Erdé6] diente unter anderem eine 


C-freie Nahrlésung!, die von BusHneLt u. Haas (1941) zur Kultur kohlenwasser- 
stoffabbauender Organismen benutzt worden ist. Die Kulturen wurden im allge- 
meinen bei einer Temperatur von 30° C im Brutschrank aufbewahrt?. 


a) Aerobier. 


Wir benutzten das Plattenverfahren nach Kocu und das Zehntelungsverfahren 
nach Scuirz (1915). Das Zehntelungsverfahren, dessen variationsstatistische Aus- 
wertung durch Krompyouz u. Lorenz (1927, 1939) erfolgt ist, bietet gegentiber dem 
Plattenverfahren den Vorteil der Verwendbarkeit sowohl bei niedrigen wie bei 
hohen Keimgehalten. Der Verwendbarkeit des Plattenverfahrens bei niedrigen 
Keimgehalten war dagegen eine Grenze gesetzt, weil der Nahrboden bei Einsaaten — 
von mehr als 1/,,cm* Ol undurchsichtig wird. In den zulassigen Bereichen erméglicht — 
hingegen das Plattenverfahren die Bestimmung des Keimgehaltes mit relativ geringem — 
Materialverbrauch, wahrend der Verbrauch beim Zehntelungsverfahren recht hoch ist. — 
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Plattenverfahren: Eine gleichmaBige Verteilung des Oles in den Verdiinnungs- 
stufen und in den Medien 14Bt sich durch Zugabe eines Emulgators zum Wasser der 
Schiittelflaschen (500 cm? Rollflaschen mit Gummistopfen) erreichen. Wie bei 
friiheren Untersuchungen (MULLER u. ScHwartz 1948) benutzten wir Agar, bei_ 
leichtfliissigen Olen 0,2%, bei zahfliissigen 0,394. In den meisten Fallen ist bereits 
nach 5 min langem Schiitteln das Ol gleichmaBig in Gestalt feinster Trépfchen im — 
Wasser verteilt. Bei sorgfaltigem Arbeiten lassen sich auch bei Erd6l als Keimtrager — 
die Fehler in den iiblichen Grenzen halten. Lediglich bei besonders schwierigen, in 
der Beschaffenheit des Ols liegenden Voraussetzungen (hohe Viscositaét), muB mit 
groBeren Fehlern gerechnet werden. 


Zehntelungsverfahren: Wir haben zunachst eine Ol/Wasser-Emulsion be-— 
stimmter Zusammensetzung mit 0,2—0,3% Agar hergestellt. Das emulgierte Ol 
14Bt sich alsdann in Fb oder einem anderen fliissigen Medium ohne stérende Schaum- 
bildung geniigend fein verteilen und verdiinnen. Bei kleinen Olmengen ist die 
Emulsion bestandig, gréBere Olmengen setzen sich nach einiger Zeit an der Ober- 
flache der Nahrlisung ab. Olmengen bis zu 10-2 em aufwarts wurden in Reagens- 
réhrchen mit 6 cm® Nahrlésung angesetzt. GréBere Olmengen verlangten gréBere 
Mengen an Nahrlésung, da bei einem zu geringen Anteil an Nahrlésung eine Ent- 
wicklung in der Regel ausblieb. Fiir Olmengen bis zu 10-1 em* benutzten wir Erlen-— 
meyer-Kolben mit 25 cm* Nahrlésung, fiir Olmengen bis zu 1 em? Kolben mit 
100 cm® Nahrlésung. 


Beispiel: Bestimmung des Keimgehaltes im Ol F 33. 
Zehntelungsstufen: I je 1 em* Ol in je 9 Reagensglasern 


II je 1/10 em? Ol bzw. Erlenmeyer-Kolben 
III je 1/100 em O1 J mit Nahrlésung : 
Die Auszihlung nach 10¢ ergab: 


Zehntelungsstufe | 1 2 | Wachstum in 
I. (1/1) + + | shoul ack cle chiielinats | + | + | + 9 GefaiBen 
IT. (1/10) + |—}|—]|+]—]| + | + |—] + 5 GefiBen 
"O81 1) a ee Re fe I | —| 2 GefaBen 


} Nahrlésung nach BusuNeLrt u. Haas (BH); Zusammensetzung: aqu. dest. 
1000 em?; MgSO, 0,2 g; CaCl, 0,02 g; KH,PO, 1,0 g; K,HPO, 1,0¢; NH,NO, 1,0 g; 
FeCl, 2 Tropfen einer konzentrierten Lésung. 

* Weitere im Text benutzte Abkiirzungen: FbG: Fleischbouillongelatine; 
Ltw: Leitungswasser; Sw: Seewasser; AKG: Anfangskeimgehalt. 
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Fur die Auswertung ist die erste Verdiinnungsstufe maBgebend, deren Glieder 
nicht samtlich eine Entwicklung von Mikroorganismen zeigen (Stufe II). Von der 
folgenden Verdiinnungsreihe (Stufe III) werden jeweils zwei positive Glieder als ein 
positives Glied zur Zahl der positiven Glieder in der maBgebenden Reihe hinzuge- 
rechnet. In diesem Falle ergeben sich also 5 + 1 = 6 positive Glieder. 

Danach betragt entsprechend der Auswertungstabelle von KRomBHOLZ u. 
Lorenz die wahrscheinliche Keimzahl 8 Keime in 1/10 em? Ol (nicht weniger als 6; 
nicht mehr als 15). Fiir 1 cm* Ol ergibt sich eine Keimzahl von 8 x 101. 


b) Anaerobier. 

Der Nachweis der Anaerobier erfolgte durch Kultur in hoher Schicht im Burrt- 
Rohrchen, ferner mit dem Platten- und Zehntelungsverfahren, wobei fiir die Her- 
stellung reduktiver Bedingungen in den verwendeten Medien durch Zugabe von As- 
corbinsaéure-Praparaten* in einer Konzentration von 0,1% gesorgt wurde. Fliissige 
Medien wurden auSerdem durch Uberschichten mit sterilem Paraffinél, feste Medien 
in Rodhrchen durch Plomben von sterilem, reduziertem Methylenblau-Ltw-Agar 
geschtitzt. Die Petri-Schalen standen waihrend der Bebriitung in Exsiccatoren oder 
Zeissler-GefaBen in einer sauerstofffreien Stickstoff/Kohlendioxyd-Atmosphare 
(Mischungsverhaltnis etwa 29:1). Die Nahrmedien fiir diese Versuche wurden 
vor dem Sterilisieren mit KOH auf etwa px = 8,5 eingestellt. Nach Zugabe der 
getrennt sterilisierten Ascorbinsaéure-Praparate lagen die py-Werte etwa bei 7,2 
bzw. wurden mit steriler 1%iger KOH auf diesen Wert eingestellt. Zum Ver- 
fahren nach Burri benutzten wir beiderseits offene Glasréhren von etwa 18 mm & 
und 25—30cm Lange, die, verschlossen mit Wattestopfen, trocken sterilisiert 
worden waren. Danach wurden die Wattestopfen durch sterile Korkstopfen ausge- 
tauscht, die nach Fiillung der Réhrchen mit etwa 25—30 cm’ keimhaltigem Nahr- 
boden und beiderseits angebrachten Plomben aus Methylenblau-Ltw-Agar einen 
Paraffiniiberzug erhielten. Eine angenaherte Auszaihlung der heranwachsenden 
Kolonien gelingt vor einer starken elektrischen Lampe. Kolonien, die sich in den 
Roéhrchen entwickelt hatten, lieBen sich nach AbschluB des Versuches mit der Agar- 
sdule herausdriicken, durch Zerlegung der Agarsaéule in einer sterilen Petri- 
Schale isolieren und durch wiederholte Subkultur reinigen. 


4. Nachweis spezifischer Keime. 


Erdél gehért zu den Standorten, die ahnlich wie Erde und Schlamm von einem 
Gemisch verschiedenartiger Mikroorganismen bewohnt werden. Auch bei seiner 
Untersuchung besteht nach den allerdings noch nicht nachgepriiften Ergebnissen 
von ExsERZzEw (1952) eine erhebliche Diskrepanz zwischen den durch Ausschlammen 
und direkte Zahlung und den durch Kultur ermittelten Keimzahlen. Da es offenbar 
kein Medium zum Nachweis simtlicher vorhandenen Keime gibt, haben wir die 
allgemeinen Keimgehaltsbestimmungen durch Anwendung einiger Spezial-Nahr- 
béden erginzt. Zum Nachweis desulfurizierender Bakterien diente die Nahrlosung 
nach STaRKEY (1938) mit verschiedenen H-Donatoren bei Temperaturen von 30 
und 55° C, zum Nachweis von Denitrifizierern die Nahrlésung nach JANKE (1946), 
von Methanbildnern das Medium von BarkER (1936). Der Nachweis von Cellulose- 
spaltern erfolgte aerob in der Nahrlésung nach WAKSMAN u. CAREY (1926), anaerob 
nach OMELIANSKY (1902). Ferner wurden Leberbouillon und Hirnbrei verwandt. 
Die Einsaatmengen lagen zwischen 5 und 10 cm? Ol in 20—80 cm? Nahrlosung. 


5. Sauerstoff. 
Zur Verbesserung der Sauerstoffversorgung wurden bei einem Teil der Versuche 
die Kulturen durch einen Vibrator geliiftet. Die Luft wurde durch ein Glasrohr 


1 | Vicelat‘, Farbenwerke Bayer, Leverkusen; ,.Cebion, E. Merck, Darmstadt. 
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zugeleitet, das mit seinem capillar ausgezogenen Ende fast bis auf den Boden des als 

Kulturgefa8 dienenden Ertenmeyer-Kolbens reichte. Fiir die Keimfreiheit der 
zugeleiteten Luft sorgten zwischen Vibrator und Glasrohr eingeschaltete Wattefilter, : 
deren Zuverlassigkeit durch Einleiten des Luftstromes wiahrend 12 Std. in verdiinnte © 
Fb und nachfolgende Bebriitung gepriift worden war. ' 


6. Bestimmung von px und rq in Ol/Wasser-Emulsionen. 
Der waBrige Anteil von Rohél/Wasser-Emulsionen mit 5—20 Vol% Wasser- 
wurde vorsichtig abpipettiert oder im Scheidetrichter abgetrennt. Die Bestimmungen — 
erfolgten colorimetrisch, indem das abgetrennte Wasser auf Indicatorpapier aufge- t 
bracht oder mit Universal-Indicator! versetzt wurde. Bei rg Bestimmungen wurde 
das Wasser sofort in Proberéhrchen mit Paraffinél iiberschichtet und mit Lésungen 
der Indicatorfarbstoffe? versetzt. Auf diese Weise lieB sich wenigstens eine ange-_ 
naherte Bestimmung der Redox-Verhaltnisse erméglichen. : 


7. Identifizierung der isolierten Mikroorganismen. 
Da Pilze in unseren Versuchen nur ganz vereinzelt und unregelmaBig auftraten 
und nicht mit Sicherheit als aus dem Ol stammend nachgewiesen werden konnten, — 
haben wir uns auf Bakterien und Actinomyceten beschrankt. Die auf festen Nahr- 
béden isolierten Stémme wurden zunachst durch wiederholte Plattenkultur sorg-— 
faltig gereinigt, bisaufden Perri-Schalen nur noch Kolonieneinheitlicher Beschaffen-_ 
heit wuchsen. Die Bearbeitung der Reinkulturen erfolgte unter Verwendung der 
Tabellen von SKERMAN (1949) nach ,,BeERGEYs Manual of Determinative Bacterio- 
logy“ (1948). Nur ein Stamm lieB sich identifizieren. Alle tibrigen wurden vorerst — 
nicht benannt, sondern unter Verwendung besonderer von SCHWARTZ u. MULLER | 
entwickelter Kennkarten beschrieben®. . 
Il. Experimenteller Teil. 


: ‘ eS F ; 
1. Verwendbarkeit verschiedener Néhrmedien zum 


Nachweis von Keimen in Erdél. 


Erd6l und erdélspeichernde Sedimentgesteine lassen als Standort von 
Mikroorganismen eine weitgehende Anpassung und Spezialisierung an 
die eigenartigen Lebensbedingungen erwarten. Es war keineswegs sicher, - 
dai hochwertige Nahrb6den der iiblichen Zusammensetzung die héch-— 
sten Keimzahlen ergeben wiirden. Allerdings hatte sich in friiheren 
Untersuchungen unverdiinnte Fb gegeniiber synthetischen Medien als 
liberlegen erwiesen (MULLER u. ScHwarTz, 1948). Auch wir haben mit . 
Bodenextrakt enthaltenden Substraten, Haferdekokt und einigen syn-_ 
thetischen Medien keine guten Ergebnisse erzielt. In mit Wasser oder 
Wasseragar verdiinnten Fb-Medien lagen dagegen die Keimzahlen fast 
immer um groBere oder kleinere Betrige héher als im unverdiinnten 


1 Indicatorpapiere Bayer und Merck; Universalindicator Merck. 

* Farbstoffe von E. Merck, Darmstadt. — Wir sind uns der Problematik der 
rg-Werte und ihrer colorimetrischen Erfassung bewuBt. Da ein naheres Eingehen 
auf die Redox-Verhaltnisse im Ol nicht im Rahmen dieser Arbeit lag, haben wir uns 
mit denin Serienversuchen einfach durchzufithrenden und an keine apparativen Vor- 
aussetzungen gebundenen colorimetrischen Bestimmungen begniigt. 

8 Noch nicht veréffentlicht. 
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Medium. In einigen Fallen trat in unverdiinnter Fb kein Wachstum ein, 
wahrend sich in 1:5 verdiinnter Fb mehrere Bakterienstiimme entwickel- 
ten. Auch zeigten sich qualitative Unterschiede; so wuchsen z. B. in 
Fb 1:5 und 1:10 4 verschiedene Stémme, in unverdiinnter oder 1:1 
verdiinnter Fb nur 2 (Tab. 2). Wir sind daher bei den folgenden Unter- 
suchungen von einer 1:5 verdiinnten Fb ausgegangen und haben syn- 
thetische Medien nur in besonderen Fallen herangezogen. 


Tabelle 2. 
Keimgehalte bei Verwendung von Fb-Medien mit verschiedenen Néhrstoffgehalten 


(Ziffern in eckigen Klammern: Anzahl der gewachsenen verschiedenen Bakterien- 
stamme, Maximalwerte unterstrichen; Erklarung der Abkiirzungen 8. 363 u. 364; 
es bedeuten 0 negativ, — nicht gepriift.) 


Substrat und Keimgehalt je cm® Ol 


Piprobe =. Fb/Ltw Fb/Ltw Fb/Ltw 
| WEE 1:5 EY) 
M 86 8,1 x 101 [2] | 1,5 x 10? [2] 2,2 x 10? [4] 2,2 x 10? [4] 
K 2 0 | a 8 x 10? [2] == 
FbAg ee | oe ai ager nor 

M115 (Z1,1)* 2,0 x 104 LSeL0F 2,2 x 104 1,6 x 10+ 
M115 (Z1,5) 3,1 x 10° 3,2 x 108 3,9 x 108 3,2 x 108 
M115 (Z1,7) 2,6 X 10° 2,6 x 10? 3,1x 10? 2,4 < 10° 
M115 (Z1,11) 1,5 x 10° 1,6 x 10° 1,6 x 108 1,2 x 108 


* Die Bezeichnung der einzelnen Versuchsreihen ist in Klammern beigefiigt. 


Da fiir Erd6l auf Grund unserer heutigen Erkenntnisse eine Ent- 
stehung in marinem Sapropel angenommen wird, da fernerhin das die 
Ollagerstitten begleitende Wasser stets Salzwasser ist, muBte damit ge- 
rechnet werden, daB auch Gegenwart oder Fehlen groBerer Salzmengen 
im Nihrsubstrat, abgesehen von 0,5% NaCl in unverdiinnter Fb, von 
EinfluB sein wiirde. Bei Zugabe von Seewasser zum Medium, wie auch 
bei der Verwendung des von ZoBEty (1946a) bei der Kultur mariner 
Bakterien verwendeten Agars 22161, war eine eindeutige Bevorzugung 
der Medien mit erhdhtem Salzgehalt nicht zu erkennen (Tab. 3). Auch 
in qualitativer Hinsicht schienen keine Unterschiede zu bestehen. 

Was schlieBlich die Frage der Anaerobiose anbetrifft, so waren die 
Unterschiede gegentiber der Kultur unter aeroben Bedingungen wesent- 
lich geringer, als wir erwartet hatten (Tab. 4). Vergleichende Unter- 
suchungen haben wir vor allem mit den Melldorfer Olen ausgefiihrt. Nur 


1 Zusammensetzung: Sw 1000 cm?; Pepton 5 g; Ferriphosphat 0,1 g; Agar 15g. 
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Tabelle 3. Keimgehalte in Medien mit Zusatz von Seesalz*. ; 
i " 
Keimgehalt je em’ 01 : 


Gipene Fb/Ltw | Fb/Ltw/Sw| Fb/Sw | FbAg/LtwAg |2216/LtwAg)  ,., ¢4x 
a SS } 1:2, 5: 2,5 Lb 1:6 Le : 
F33 1,510? | 8,0x 102 | 6,0x 102 Lb Be anexg 
M86 (Z3,1) me et ye) a 4,9x10° | 5,1x105 | 5,1x105 
M86 (Z3,2) a kar” Jag Wis 9,0x10# | 9,0x104 | 8,210! . 
M86 (Z3,3) ee) en * JES 6,2x10° | 5,5x10° | 5,7x10° 
M86 (23,4) he = bs 8,7x10° | 9,0x105 | 7,0x108 . 


* Wir benutzten das Seesalzpraparat ,,Sicca‘‘ fiir Meerwasseraquarien der Firma 
Dobelmann, Stuttgart. 
** Erklarung im Text (8S. 367). ; 


7 


Keime aus diesen Olen und dem Ol] E4/15 entwickelten sich ohne- 
Schwierigkeiten auf festen Nahrbdden. Die Vermutung, da ein groBer 
Teil der Kolonien zu fakultativ aeroben oder anaeroben Stammen ge- 
hort, konnte zunachst durch das Auftreten gleicher Kolonieformen, 
spaiter durch eingehendere Untersuchung der in Reinkultur isolierten 
Stimme bestiitigt werden. Nur wenige Keime erwiesen sich als obligat 
aerob oder anaerob, wobei sich herausstellte, daB sich die obligaten An-— 
aerobier nur in fliissigen Medien entwickelt hatten. 


Tabelle 4. Keimgehalte bei aerober und anaerober Kultur. 


Keimgehalt je em’ 61 


Olprobe Plattenkult. Plattenkult. Hohe Schicht* Zehntelungs- Zehntelungs- 
aerob anaerob verf. aerob verf. anaerob 

M86 8,6 x 10? 1,0 x 108 1,0 x 108 1,1 x 108 — 
M42 9,0 10+ 6,0 x 101 | 0 . = 
M115 3,6x10?| 50x10? | 4,0x102 | 3,5x102 fos 
M115 (Z1,2) 3,8 x 104 3,2 x 104 3,0 x 104 8,0 x 104 8,0 x 104 
M115 (Z1,2) 4,4 x 104 4,2 x 104 4,0 x 104 8,0 x 104 1,1 10° : 
M115 (Z1,5) 0 0 0 1,1 x 108 8,0 x 10° 
M115 (Z1,6) 2,2 x 104 1,6 x 104 | 2,0x 104 5,0 x 10° 2,0 x 10° 
F33 (Z1,1 0 — — 8,0 x 104 1 13<10? 
F33 (Z1,2) 0 — — 2,2 x 108 1,5 x 10° 
F33 (Z1,3) 0 — -— 6,0 x 104 8,0 x 104 
K6 (Z2,1) 0 — 1 bc RO 8,0 x 104 
K6 (22,3) 0 — — 1,1 108 5,0 x 10? 


* Angeniherte Bestimmung (vgl. S. 365). 


Untersuchungen zur Erdélbakteriologie. 369 


In Ascorbinsiure enthaltendem Agar wuchsen die Kolonien im all- 
gemeinen langsamer und blieben kleiner. In einzelnen Fallen trat mit 
Ascorbinsaure Gasbildung auf, die bei Anaerobiose ohne Ascorbinsiure 
fehlte. 

Abgesehen von der Anaerobiose hat sich bei den Melldorfer Olen, bei 
denen der Keimgehalt durch direkte Aussaat mit festen und fliissigen 
Medien bestimmt werden konnte, gezeigt, daB die Keimzahlen in fliissigen 
Medien in der Regel hoher sind. 


2. Hohe der Keimgehalte und Artzugehéorigkeit 
der isolierten Mikroorganismen. 
a) Hohe der Keimgehalte. 


Keines der untersuchten Ole war steril. Die Hohe der Keimgehalte war 
allerdings in den frisch aus der Sonde entnommenen Rohdlen recht ver- 
schieden. Sie schwankte z. B. in einer Versuchsserie zwischen 1 x 10° 
und 1,5 x 10? Keimen je Kubikzentimeter (Tab. 5) und erreichte nur 


Tabelle 5. Keimgehalt verschiedener Olproben. 


Keimgehalt je cm? 61 


ee eg ae ee 
| Desulfurikanten 
M86 Spuren | 9,6X102 11x 108 : ee bo 
anaerob. 
M115(1) | Spuren | 36x10? | 3,4x102 i Dons oaete 
M115(2) Spuren 2,2 * 10? 3,0 x 10? + Denitrifikanten 
M42 0,3% 9,0 101 a “ 0 
E4/15 0,9% 0 1x 10° 0 0 
Ell4 0 2x 10° 8 0 
K6 0 0 1,1 102 0 0 
K2 Spuren 0 1,5 x 10 + (verzog.) 0 
F33 8,5% 0 6,0. x 102 zis 0 
S87 20% 0 1,0 x 101 + (verz6g.) 0 


bei einer Verbesserung der Lebensbedingungen! Werte bis zur Grofen- 
-ordnung 107. Keimreich mit Werten von 1 x 10? aufwarts waren die 
Melldorf-, Kulenberg- und Fréhlich-Ole mit Ausnahme von M42, das 
7% Asphalt enthalt und sehr zahflissig ist. Ketmarm mit Keimgehalten bis 


1 Vgl. die Z-Reihen in Tab. 2—4. 
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9,9 x 10! waren ferner die Eicklingen- und Schmal-Ole. Von den Keimen, 
die nur in fliissigen Medien erfaBbar waren, konnte ein Teil nach Vor- 
kultur in verdiinnter Fb auf FbAg zum Wachsen gebracht werden. . 
Die Ole stammen aus geologischen Schichten von verschiedenem Alter und aus — 
verschiedenen Tiefenlagen. Eindeutige Beziehungen zu diesen Faktoren sind ebenso- — 
wenig wie zu den sparlichen chemischen Daten, etwa zum Wassergehalt, zu er-— 
kennen. i 
Was den Artenbestand anbetrifft (Tab. 6), so scheinen die Nien- 
hagener Ole artenarm, die Melldorfer Ole verhaltnismaBig artenreich zu _ 
sein, mit Ausnahme von M42. Hierbei ist zu beriicksichtigen, daB mit 
Sicherheit nur die auf festen Substraten kultivierbaren Formen erfaBt— 


Tabelle 6. Mindestbestand an Arten in verschiedenen Olproben. 
Olprobe Bakterien Desuljurikanten | Denitrifikanten anes ear Actinomyceten 
M86 4 1 1 1 0 
M115 7 0 1 0 2 
M42 2 0 0 0 0 
E4/15 3 0 0 | 0 0 
E1l4 2 0 0 | 0 0 
K6 3—4 0 0 | 0 0 
F33 3 0 0 | 0 1 


werden konnten. Die angegebenen Zahlen sind also als Mindestbestand 

anzusehen. Sehr artenarm scheinen die Ole S87, E114, M42 zu sein. | 
4/15 diirfte kaum mehr als die nachgewiesenen 3 Stiémme enthalten. — 
Unter den Nienhagener Olen ist wahrscheinlich K6 das artenreichste. 

Das Ol M115 wurde in 2 verschiedenen Proben gepriift. Bei der 
zweiten Probenahme, die 1 Jahr nach der ersten erfolgt war, hatte sich 
der Keimgehalt fast auf gleicher Héhe gehalten. Von den in der ersten 
Probe enthaltenen Stimmen lieB sich der Stamm M115a auch bei der | 
zweiten Probe nachweisen. 

Auffallig war die auf Bakterienentwicklung beruhende Triibung der | 
Leberbouillon, die meist innerhalb von 10—20 Tagen, in 2 Fallen erst 
nach etwa 45 Tagen erschien. Bei M86, M115, M42 und F33 waren Sub- 
kulturen in Leberbouillon und verdiinnter Fb positiv; bei S7 blieb die 
Subkultur steril. Uberraschend hoch war der in E114 mit Leberbouillon 
ermittelte Keimgehalt: 7 von 10 mit je 0,5 cm* Ol beimpfte Réhrchen 
waren positiv, gegeniiber einem mit Fb im Zehntelungsverfahren er- 
mittelten Keimgehalt von 2 Keimen je Kubikzentimeter. Es handelte 
sich um ein anscheinend in Reinkultur vorhandenes, bewegliches Stiib- 
chen von etwa | « Linge, das in Stichkultur mit FbAg nicht wuchs und 
sich auch in Leberréhrchen nur iiber einige Passagen halten lieB, 
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Der Gehalt an Desulfurikanten, Denitrifikanten und anaeroben Cellulose- 
spaliern, soweit sie sich mit den Spezialsubstraten der tiblichen Zusammen- 
setzung nachweisen lieBen, war gering. 


b) Artzugehorigkeit der isolierten Mikroorganismen. 


Es wurden 35 Bakterien- und 4 Actinomyceten-Stimme isoliert. Bei 
den Melldorfer Olen waren sie von festen Medien aus den ersten Keim- 
gehaltsbestimmungen nach der Probenahme abgeimpft worden; bei den 
iibrigen Olen wurden nur solche erfaft, bei denen die Ubertragung von 
Fb auf feste Medien gelang. Bei diesen war das Wachstum auf festen 
Medien zunachst sehr schwach, und 6 von 11 Stémmen hielten sich auf 
die Dauer nicht auf festen Substraten. Einzelne Stamme, die sich auf 
der Oberflache fester Substrate nicht entwickelt hatten, hielten sich 
langere Zeit bei beschrankter Sauerstoffzufuhr in Stichkultur. 

Die Actinomyceten gehéren zu den Gattungen Streptomyces und Nocardia. Bei 
den Hubakterien handelt es sich tiberwiegend um Mikrokokken und sporenlose Stdb- 
chen. Sporenbildend war nur der Stamm E4/15c, der als Bacillus cereus identifiziert 
werden konnte. Spirillen und Vibrionen haben wir, abgesehen von Desulfovibrio, 
nicht gefunden. Farbstoffbildner mit rétlichen und braéunlichen Pigmenten waren 
unter den Mikrokokken hiaufig. Auch bei den direkt von festen Substraten isolierten 
Staémmen war das Wachstum der Reinkulturen nicht iippig. In der Regel blieben 
die Kolonien klein. In FbG-Réohrchen entwickelten sich die meisten Stamme sowohl 
auf der Oberflache wie im Stich; etwa ein Drittel der Stamme verfliissigte Gelatine. 
Von 25 auf verschiedenen Mono- und Disacchariden gepriiften Stammen bildeten 
nur 9 Saure, meist aus Glucose und Saccharose. Polysaccharide (Inulin, Dextrin, 
Starke) wurden nicht angegriffen. Nitrat wurde von der Halfte der Stamme zu NO, 
reduziert. 

AuBer dem Sporenbildner konnte bisher keiner der isolierten 
Staémme mit irgendeiner der in BeERGEYs Manual anerkannten Arten 
identifiziert werden. Wir haben uns darauf beschrankt, simtliche in 
Reinkultur vorhandenen Stémme zunichst morphologisch und. physio- 
logisch zu charakterisieren. Die systematische Bearbeitung soll spater an 
Hand eines umfangreicheren Materials in anderem Zusammenhang er- 


folgen. 


3. Experimentell bewirkte Verinderung des 
Keimgehaltes. 


Wir haben den Einflu8 der Lagerung auf den Keimgehalt der Olproben 
verfolgt und ferner versucht, den Keimgehalt durch Zugabe von sterilem 
Wasser oder von Nahrstoffen zu verandern, um festzustellen, welche Fak- 
toren etwa im Rohol das Wachstum beeinflussen. Bei Keimgehaltsbe- 
stimmungen wurde auch die qualitative Zusammensetzung so weit wie 
moglich beachtet, um zu ermitteln, wie die verschiedenen Bakterien- 
stimme eines Ols auf die Zufuhr von Wasser oder von Nahrstoffen usw. 
ansprechen. Es zeigte sich jedoch, daf sich in der Regel alle in der Kultur 
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nachweisbaren Stimme in wechselnden Verhaltnissen vermehrten, 
wenn eine Reaktion erfolgte; eine starke Férderung eines einzelnen 
Stammes haben wir nur bei einem Durchliiftungsversuch gesehen. Auf 
den Grad der Adaptation der im Erdél lebenden Mikroorganismen lieB 


sich schlieBen, wenn man fremde Keime oder urspriinglich aus dem Ol | 
der gleichen Sonde oder aus einer anderen Sonde isolierte Staémme in Ol - 


iiberfiihrte und ihr Verhalten beobachtete. 


Schliisse aus den Ergebnissen derartiger Versuche auf die Verhaltnisse 
innerhalb der Lagerstiatte sind jedoch nur mit Vorbehalt méglich, da 


unsere Versuche den in der Lagerstiatte herrschenden Druck und die von ~ 


ihm beeinfluBten Faktoren unberiicksichtigt lieBen. Der Einflu8 hydro- 


statischer Drucke und héherer Temperaturen soll in einer besonderen — 


Arbeit behandelt werden. 


a) Veranderungen der Keimgehalte bei der Lagerung. 


In siimtlichen untersuchten Olen sank der Keimgehalt schneller oder 
langsamer waihrend der Lagerung der Proben im Laboratorium (Tab. 7). 


Tabelle 7. Riickgang der Keimzahlen wihrend der Lagerung der Ole. 


Keimgehalt je cm* 61 


Olprobe ela Aon : heal 
aa mei | nach 3 Monaten nach 6 Monaten 
K2 1,5 x 103 | 3,0 101 4,010! 
M86 1,1 x 108 | 3,0 x 102 4,0 101 
F33 6,0 102 | 1,1x 102 | mn 
M115 3.4.x 102 | 2,2 x 102 2,0 101 
K6 1,0 x 102 | 5x 10° | 1,0 10% 
M42 9,0 x 10! | ale | ah 
S7 1,0x 10} 5x 10° — 
E114 2x 10° / 2x 10° | at 
B4/15 1x 10° / - aa 


Keine der Proben wurde jedoch wihrend einer Beobachtungsdauer von 
114 bis 2 Jahren steril. Selbst Proben, in denen bei Aussaat von 10 em? 
Ol kein Ergebnis mehr erzielt werden konnte (M42 und 4/15), erwiesen 
sich in spiteren Versuchen bei Zugabe von Nahrstoffen noch als keim- 
haltig. In einigen Fallen, wie bei K2, war der Riickgang der Keimzahlen 
innerhalb der ersten 3 Monate der Lagerung besonders auffillig. 

Was die Ursachen des Riickganges sind, kann nur vermutet werden, 
In erster Linie wiire an den allmihlichen Verbrauch bestimmter Nahr- 
stoffe zu denken, die in den verhiltnismaBig kleinen gelagerten Olproben 
nicht ersetzt werden kénnen. Nehmen wir an, da® die Keime der Sonden- 
dle tiberwiegend aus der Lagerstitte stammen, so kénnte allein schon die 


{ 
‘ 
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Druckentlastung und die bei einem Teil der Proben sehr auffallige Ent- 
gasung eine Abnahme der an die besonderen Verhiltnisse in der Lager- 
statte angepaBten Keime bewirken. Es kommen ferner die eigenartigen 
topographischen Verhialtnisse im Oltrager in Frage. In der Lagerstiitte 
bewegt sich das Ol in den Poren des Olsandes, oder es ist in feiner Ver- 
teilung an die élfiihrende Kreide gebunden. Die Mikroorganismen ent- 
wickeln sich unter diesen Verhaltnissen mit gré8ter Wahrscheinlichkeit 
als Aufwuchs. Zu dieser Annahme berechtigen die Beobachtungen. iiber 
die Keimverteilung in der Erde und im Wasser und die Neigung von 
Mikroorganismen zur Adsorption an festen Oberfliichen, wie es z. B. von 
Schlammablagerungen bekannt ist. Was mit dem stro6menden O1 mit- 
gefiihrt und mit der Olprobe an der Sonde entnommen wird, muB sich 
nun auch in dieser Beziehung unter véllig veranderten Verhaltnissen 
entwickeln und hat nur noch die Méglichkeit, sich an der Glaswand des 
GefaBes anzusetzen. Auch bei der Lagerung von Wasserproben ist ein 
Riickgang der Keimzahlen beobachtet und diskutiert worden (ZOBELL, 
1946a). 


b) Erhéhung des Wassergehaltes der Ole. 


Im Ol] selbst sind nur kleine Wassermengen von 0,03 bis etwa 0,1°% 
loslich. Mit steigendem Wassergehalt erscheinen zunichst tropfchen- 
formige Einschliisse, bis sich schlieBlich das Ol in geschlossener Schicht 
auf dem Wasser ansammelt, wie es ja auch im Oltriger auf dem Olwasser 
schwimmen kann. BatER (1937) hat vermutet, daB sich Bakterien inner- 
halb der Lagerstaétte nur an der Grenzfliche Ol/Wasser halten kénnen. 
Wenn auch dem Wasser zweifellos eine groBe Bedeutung zukommt und 
Ansammlungen an der Grenzflache stattfinden werden, so spricht doch 
das Auftreten von Mikroorganismen in wasserarmen Olen, die auch in 
der Lagerstiitte keinen unmittelbaren Kontakt mit dem Olwasser hatten, 
gegen die Auffassung von Barger. Ks ist erstaunlich, daf sich selbst bei 
sehr geringen Wassergehalten Keime im O] halten kénnen, und man 
kann vermuten, daB in diesen Fallen Wasser als begrenzender Faktor 
wirkt. 

Wir haben unseren Olen steriles aqu. dest. meist in Mengen von 0,4—10 Vol% 
zugesetzt ; in einigen Fallen steigerten wir die Wasserzugabe bis auf 100 Vol%, 
wobei wir ab 50 Vol% steriles Ltw benutzten. Die Probenahme aus den Versuchs- 


kolben erfolgte auch in den Fallen, in denen sich Wasser und Ol in 2 Schichten ge- 
trennt hatten, nachdem der Inhalt der Kélbchen durch Schiitteln emulgiert wor- 


den war. 

Eine Reaktion auf den Wasserzusatz war nicht in allen Fallen vor- 
handen. Bei positiven Ergebnissen reichten meist schon 1,0 Vol% (K6) 
bzw. 0,4 Vol% (M86, M115) aus, um eine Erhéhung der Keimzahlen 
herbeizufiihren (Tab. 8). Dagegen reagierte F33 erst nach Zugabe von 
10 Vol%. Bei den Olen E4/15, E114 und K2 blieb ebenso wie bei dem 

25* 
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20°, Wasser enthaltenden Ol S7 auf Wasserzusitze bis 10 Vol% eine 
Reaktion aus. In den ersten Tagen stieg die Keimzahl mehr oder weniger 
steil an, um dann langsam wieder zuriickzugehen. Auch nach 2 baw. 
3 Monaten lagen die Werte jedoch noch erheblich héher als bei Versuchs-— 
beginn, wobei der EinfluB verschieden hoher Wassergaben erhalten blieb. 
Auf das Vorhandensein einer lag-Phase haben wir nicht geachtet. 
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Tabelle 8. HinfluB des Wassergehaltes auf den Keimgehalt. 


> 
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Zugabe | Keimgehalt je cm* nach 

Olprobe pre porte 10 Tagen 1 Monat 2 Monaten 3 Monaten — 
0 | i 
1,0x10'| 0,4 50x10? | 8,0x10? 6,0 102 out 
fay 1,0x108 | 36x10! | 9,0x108 ae 
Weg: 3,1 x 105 2,3 x 10° 7,8 x 104 —— 
M86 | ee 4 q 
laa) 4,0 x 105 2,5 x 108 1,8 X10% 4) 
86x10? 50 20x10 | 32x10° | 1,4x105 | 4,010 
| 100 3,0 x 108 6,0 x 108 sat 9,3 108 — 

3,0x102| 0,4 6,0 103 2,0 108 2,2 103 me 

| ———— 

1,5 x 104 6,0 x 103 6,0 x 103 Be: 

2x 102 5 7,4x 105 2.5 x 10° 4,8 104 = 
10 1,2 108 3,0 x 10° 5,0 104 ree 
3,0x102} 50 1,2 108 2,8 x 108 2,9x10° | 1,6x105 
100 15108 | 1,9Xx10° 3,.9x10° | 3.4105 

Meas beaheek: 3,0 103 1,1x10¢ | 8,0x102 ia 

5 2,2 104 60x10? | 8,0x103 ee 

F33 | 6,0x102! 10 2,2 10° 8,0 104 1,0 104 | as 


Was die px- 


und rq-Verhiiltnisse im waBrigen Anteil der Ol/Wasser- 


Gemische anbetrifft, so ergaben die Messungen ein recht einheitliches” 
Bild. Der pq-Wert lag in der Regel beim Neutralpunkt, der rq-Wert bei 
etwa 14. Eine bemerkenswerte Ausnahme machte S87, dessen wiiBriger 
Anteil bei einem rg von etwa 13,5 ein pq von 5,4 aufwies, und vor allem 

die Probe E4/15, in der sich nach einem Zusatz von 10 Vol% aqu. dest. 

das Wasser auf pp = 4,3—4,5 und rg = 13 einstellte. 


ce) Zufithrung von Wasser mit anorganischen Salzen und 
organischen Verbindungen. 
Rohéle enthalten nach ZopeLu (1945) anorganische Salze in einer 
Menge von 0,1—0,2%. Der Gehalt an N-Verbindungen liegt zwischen 
0,1 und 1,5%, an S-Verbindungen zwischen 0,1 und 5,5°%. Welchen . 
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Einflu8 die Salze auf die im Erd6l lebenden Mikroorganismen haben, ist 
unbekannt. Wir haben in unseren Versuchen teils einzelne Salze teils 
Seewasser oder die von BusHNELL u. Haas (1941) fiir die Kultur kohlen- 
wasserstoffabbauender Bakterien benutzte synthetische Nahrlésung dem 
Erdél zugesetzt. Was den Einflu8 organischer Nahrstoffe anbetrifft, so 
hat ZoBELL (1946b) festgestellt, daB kleine Mengen leicht assimilierbarer 
C-Verbindungen den Abbau der in Erdélen vorhandenen Kohlenwasser- 
stoffe dadurch férdern, da& sie die Vermehrung der Bakterien in Gang 
bringen, wahrend groBere Mengen den Abbau hemmen. Wir gingen von 
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Abb. 1. Verlauf der Wachstumskurven im 01 M 115 nach Zuftihrung von 5 Vol% aqu. dest., Ltw, Sw 
und BH-Niahrlésung. ...... aqu. dest.; ---- Lw (Leitungswasser); ———— Sw (Seewasser); 
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der Annahme aus, da8 den an das Ol adaptierten Bakterien organische 
C-Verbindungen im Ol selbst zur Verfiigung stehen, daB dagegen assi- 
milierbarer Stickstoff als begrenzender Faktor wirksam sein kénnte. Hier- 
fiir kénnten die Beobachtungen iiber den allmahlichen absoluten und rela- 
tiven Riickgang des N-Gehaltes in marinem Sapropel sprechen, der als 
Muttergestein des Erdéls angesehen wird. Wir haben daher organische N- 
freie C-Verbindungen nur gelegentlich zu Vergleichszwecken herangezogen. 

Setzt man einem Roh6l 5 Vol% steriles aqu. dest., Leitungswasser oder 
Seewasser! zu, so stimmen die Kurven der Keimzahlen im groBen und 
ganzen tiberein (Abb. 1). Es zeigte sich bei positivem Verlauf des Ver- 
suches nur der schon erwahnte Wassereffekt: die Keimzahlen stiegen 
schneller oder langsamer an und sanken langsam wieder ab. Anders 
lagen die Verhiltnisse bei Zugabe einer N-haltigen (BH) Nahrlésung. 
Hier waren die Keimzahlen hoher, und das Maximum war auch nach 
2 Monaten noch nicht erreicht. 


i Das benutzte Seesalz enthielt weder Nitrat- noch Ammonium-Stickstoff. 
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Alle weiteren Versuche haben gezeigt, daB der Erhohung des N-Gehal- 
tes im Ol entscheidende Bedeutung zukommt (Tab. 9). Weder mit Sulfat 
noch mit Phosphat lie sich ein deutlicher, auBerhalb der Fehlergrenze — 
liegender und reproduzierbarer Keimanstieg erreichen. Durch Zusatz 
N-haltiger Verbindungen haben wir den N-Gehalt der Ole um 0,01% er- : 
héht und gleichzeitig als Losungsmittel 1 Vol% aqu. dest. zugesetzt. Als 
Kontrolle diente destilliertes Wasser. In einigen Fallen wurde die Hohe — 
der Zusatze variiert. 


Tabelle 9. Wirkung der Zufuhr geléster anorganischer Salze ; 


und organischer Verbindungen auf die Vermehrung der Erdolorganismen : 
[+ bedeutet Keimanstieg, der bei (+) nicht reproduzierbar war; 0 keine Wirkung]. 


Bele So 2 Z “ = - = & = 
Olprobe eis a2 = g z Z z I s e = 

grt] As pe hee becaaee lint 
M86 [oH 0.7.0) OL 0 1b) .0 YOM) ONSET etsy 
M15} + | 0 (/(+)} 0} +] 0/+/+])+/]4+{)+ 4 
M42) 0} Oc) oS 0. Or to he hee a ee 
E415| 0 | 0 | O | —/| 0] © | Oo} O | 0 | +*| +* 
BHA [0 2070 he a acre ee 
K6 eat O12-0°) 4b 04) 6 SD ole or. 1a Sae 0 ee 
K2 Qo Osi Obey ORONO it Oee Oa ae 
F33 Os 1 O°) (+7) — | Om 0 Wh Ou 0 1 Op yee 
87 Oecd D> | Oe fortes io Oe oh 10 rh Orc Oy oferiar fon Ocal aetna 


* Nur in Verbindung mit CaCO, wirksam. 
** Nur in Verbindung mit BH-Lésung wirksam. 


Die Reaktion der Ole auf den N-Zusatz war nur insofern einheitlich, 
als KNO, in allen Olen ohne Wirkung blieb, wihrend Pepton! die starkste 
Wirkung ausiibte; im einzelnen traten zahlreiche Besonderheiten auf. 


M86: Anorganische N-Verbindungen waren ebenso wie Glucose und Ca-Acetat 
wirkungslos. Alanin, Asparagin und Pepton fiihrten zu erheblichen Keimvermehrun- 
gen. Stuft man die dem Ol zugefiihrten Asparaginmengen zwischen 0,01 und 0,1% 
entsprechend einem N-Gehalt von 0,002—0,02% ab, so bewegten sich die Keim- 
z#hikurven fast in gleicher Héhe (Abb. 2). Offenbar geniigten schon sehr geringe 
Gaben einer hochwertigen N-Verbindung, um den vorhandenen N-Mangel aufzu- 
heben. Bei weiterer Erhéhung des N-Gehaltes scheinen andere begrenzende Fak- 
toren wirksam zu werden. 

M115: Hier sprachen die im Rohél enthaltenen Mikroorganismen auch auf an- 
organische N-Verbindungen an (Abb. 3). Die Unterschiede in der Héhe der erreich- 
ten Keimzahlen waren erheblich. Am giinstigsten wirkten Pepton und Asparagin. 
Die anorganischen N-Verbindungen zeigten auch bei einer Erhéhung des N-Gehal- 
tes im Ol um 0,03% N keine bessere Wirkung. 


* Fiir ,,Wrrre-Pepton“ wurde entsprechend den vom Hersteller ausgefiihrten 
Analysen ein N-Gehalt von 14,7% zugrunde gelegt. 
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M42: Wegen der Zahfliissigkeit dieses Oles erfolgte die Probenahme aus dem Ol 
in der Nahe der Grenzflache Ol/Wasser. Die zugesetzte Wassermenge muBte auf 
10 Vol% erhéht werden. Die Keimzahlen waren bei Zugabe von Ne Verbindungen 
zwar gegentiber der Kontrolle erhéht, jedoch waren die Streuungen erheblich, so daB 
die Aussagen iiber den Wirkungsgrad der einzelnen Verbindungen zu unsicher sind. 
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Abb. 2. Verlauf der Wachstumskurven im 01 M 86 nach Zusatz von 2% aqu. dest. und Asparagin in 
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Abb. 3. Verlauf der Wachstumskurven im 61 M115 nach Zusatz von 0,4% aqu. dest. und 0,01% N 
als KNO,, NH,Cl, Alanin, Asparagin und 0,005% N als Pepton (AKG 3,0 x 10°), ..... H,0O; 
sce KNO,; - - - - NH,Cl; — — — Alanin; — - — Asparagin; —— Pepton. 


E4/15: Das Ol hatte einen sehr geringen Keimgehalt, der auf Zufiihrung von 
Wasser nicht ansprach; auch nicht nach Neutralisation der im Ol vorhandenen 
Sauren durch Zusatz von CaCO. Bei gleichzeitiger Neutralisation konnte schlieB- 
lich ein schwacher, sehr langsam verlaufender Keimanstieg mit Pepton und Aspara- 
gin erzielt werden; im zweiten Falle jedoch nur, wenn der Wassergehalt um 10 
statt 1 Vol% erhoht worden war. 
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E114: Auch hier war der Keimgehalt sehr niedrig. Als wirksam erwiesen sich 
NH,Cl, Alanin, Asparagin und Pepton; KNO, war wirkungslos. Erreicht wurden 
schlieBlich im giinstigsten Fall nach 30 Tagen Keimgehalte um 5 x 10* (Asparagin, 
Pepton). 

K6 und F33: Bei beiden Olen war nur Pepton wirksam und ergab einen ver- 
haltnismaBig geringen Anstieg der Keimzahlen. 


K2 und 87: Samtliche Versuche, den Keimgehalt durch Zugabe von N-Ver- 
bindungen, Phosphat oder Glucose zu erhdhen, verliefen negativ, wobei zu beach- 
ten ist, daB es sich bei K2 um-ein keimreiches Ol handelte. Erst ein Zusatz von 
Nahrlésung nach BusHnewt u. Haas (bei K2 1 Vol%, bei 87 5 Vol%) mit 0,05% 
Pepton fiihrte zu einer schwachen Vermehrung. BH-Nahrlésung ohne Pepton blieb 
ohne Wirkung. 


d) Verbesserung der Sauerstoffversorgung. 


Da die Rohéle zahlreiche fakultative Aerobier enthalten, war zu 
prifen, wie der Keimgehalt auf eine durch Liiftung verbesserte Sauer- 
stoffversorgung reagiert. Mit der Durchliiftung, die taglich wahrend 
8 Std erfolgte, indert sich die Zusammensetzung der Ole; sie werden 
zahflissiger, leicht fliichtige Bestandteile entweichen. Die Versuche lieBen 
sich daher nur iiber wenige Tage ausdehnen. Bei einer Versuchsdauer 
von 10 Tagen waren nur in den Olen M86, M 115 und K6 die Keimzahlen 
gestiegen; in allen anderen Olen hatte die Durchliiftung keine Verande- 
rungen bewirkt (Tab. 10). 


Tabelle 10. 
Verhalten der Keimzahlen in Rohélen bei Durchliiftung. 


| Keimgehalt nach Liiftung 


Olprobe AKG |  wihrend 10 Tagen 
M86 1,0x 10! 3,9 x 108 
M115 2,2 < 10? 1,1 104 
K6 5x 10° 8,0 x 101 
Ell4 2x 10° 2x 10° 
K2 3,0 <x 10+ 1,0 10! 
F33 3,0 x 10? 2,0 x 10? 

S7 5x 10° ) 8 x 10° 


Die in Leberbouillon wachsenden anaeroben Keime der Ole E114 und 
F33 lieBen sich auch nach der Durchliiftung noch nachweisen. Die Wir- 
kung der Luftzufuhr war bei M115 und M86 recht stark; sie setzte be- 
reits innerhalb der ersten 24 Std ein und hatte nach 10 Tagen offenbar das 
Maximum noch nicht erreicht. Bei M86 war der Keimanstieg fast aus- 
schlieBlich an den Bakterienstamm M86a gebunden, dessen Kolonien 
in den Petri-Schalen zu etwa 98° vertreten waren; bei M115 herrsch- 
ten die Stéimme M115a und b vor. 
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Um festzustellen, ob allein die mechanische Bewegung des Oles zu einem Keim- 
anstieg fiihrt, wurden Kontrollversuche unter Durchleitung von sterilem, sauer- 
‘stofffreiem Stickstoff und unter Verwendung eines Riihrwerkes angesetzt. Dabei 
zeigte sich, daB die Keimzahlen zwar um geringe Betrige anstiegen, jedoch nirgends 
die bei Liiftung erzielten Werte erreichten. 


e) Verhalten dleigener kultivierter Keime und fremder 
Keime bei Ubertragungen in Sondendl. 


Mit Riicksicht auf die eigenartigen Lebensverhiiltnisse in Erdélen und 
auf den Umstand, daB selbst Sonden desselben Feldes in bakteriolo- 
gischer Hinsicht Unterschiede zeigten, haben wir versucht, fremde 
Keime im Rohél anzusiedeln oder aus Rohdélen isolierte Stimme wieder 
in das gleiche oder in ein anderes Sondendél zu iiberfiihren. Wir unter- 
scheiden dleigene und dlfremde Stimme, letztere besitzen keine nach- 
weisbare Beziehung zum Erdél oder zu Olprodukten. Bei den dleigenen 
Stammen unterscheiden wir sondeneigene, die aus der gleichen Sonde 
stammten, in deren Ol sie wieder tiberfiihrt wurden, und sondenfremde 
Stimme, die aus anderen Sonden desselben oder eines anderen Olfeldes 
oder aus Erd6lprodukten stammten. Von einer Sterilisation der als Sub- 
strat benutzten Ole im Riickflu8kiihler haben wir abgesehen, um physi- 
kalische und chemische Verainderungen zu vermeiden. Wir haben vor 
allem Bakterienstimme benutzt, deren Nachweis durch Plattenkultur 
moglich war und Ole gewahlt, deren Keime sich auf festen Substraten 
nicht erfassen lieBen und auBerdem die Versuche zu einer Zeit ausgefiihrt, 
als der Gehalt an sondeneigenen Keimen in den als Medien benutzten 
Olen durch Lagerung bereits weitgehend abgesunken war. Die mit den 
Keimen zugefiihrten Wassermengen wurden, von besonderen Fallen ab- 
gesehen, so niedrig wie méglich gehalten. Nach Vorversuchen erwies sich 
eine Einsaatmenge von etwa 104 Keimen je Kubikzentimeter Ol als 
zweckmaBig. Bei niedrigerer Einsaat blieb die Adaptation vielfach aus; 
bei hoheren Einsaaten trat vielfach keine Vermehrung ein, da die Hochst- 
zahlen einer méglichen Entwicklung bereits mit der Hinsaat erreicht oder 
iiberschritten waren. In Fallen, in denen, wie sich zeigte, die Adaptation 
der eingeimpften Keime an feste Substrate wieder verloren gegangen 
war, wurde die Entwicklung der Keimzahlen mit dem Zehntelungsver- 
fahren verfolgt. In diesen Fallen muBte das Verhalten der im O1 selbst 
enthaltenen Keime durch Kontrollen beriicksichtigt werden. In der 
Hauptsache haben wir mit den Stammen M115a und LH302a und bt 
gearbeitet, die Nitrat verwerten konnten und durch Gestalt und Farbe 
der Kolonien leicht zu erkennen waren. 

Auch bei diesen Versuchen zeigten sich im Verhalten der einzelnen 
Ole erhebliche Unterschiede. 


1 [goliert aus einem Spindelél-Graphit-Gemisch. 
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E4/15: Diese Olprobe war durch einen niedrigen py-Wert aufgefallen und hatte 
mit einer Vermehrung ihrer eigenen Keime erst nach Neutralisation und Zufuhr 
von Pepton und Asparagin reagiert. In Versuchen mit 8 Bakterien- und 2 Pilz- 
stimmen!, darunter die sondeneigenen Bakterienstimme E4/15a, b, c, waren ohne 
Neutralisation innerhalb 24 Std simtliche Stamme auBer den sondeneigenen, riick- 
geimpften abgetotet. In einer Parallelreihe starben bei Neutralisation des Ols mit 
CaCO, nur die Pilze ab. Die Keimzahlen von LH302a und b zeigten wahrend einer 
Beobachtungsdauer von einem Monat nach CaCO,-Zusatz das typische Bild eines 
langsamen Riickganges. In gleicher Weise verhielten sich E 4/l5a, b, ¢ bei saurer 
und neutraler Reaktion des Oles und bei einer Erhohung des Wassergehaltes im Ol 
um 10 Vol%. Bei Verbesserung der Lebensbedingungen trat eine Verschiebung ein: 
Nach Neutralisation und Zufuhr von 25 Vol% C-freier BH-Lésung setzte bei 
LH 302a Vermehrung ein, wahrend die Zunahme der sondeneigenen Stamme gering 
blieb. 

Bei den Stammen E 4/15a, b, c war die hohe Saéuretoleranz bemerkenswert. Wir 
haben 16 aus Rohélen und 4 aus Olprodukten isolierte Bakterienstamme in Mengen’ 
von etwa 10° Keimen je cm? in sterilem Ltw suspendiert, dessen pq mit HCl auf 
Werte zwischen 5 und 1,5 eingestellt worden war (Tab. 11). Bei den héchsten H- 
Ionenkonzentrationen iiberlebten schlieBlich nur noch die Stémme aus E 4/15. 


Tabelle 11. Sdwreresistenz von Erdélbakterien 
(+ iiberlebend; 0 abgestorben nach 24 Std). 


Stamm PH 5,5 5 4,8 4,5 4 3 2,5 1,5 


E 4/l5a 
b 
c 

HPa 

M 42b 


SSOSOSCSCSO+HH+HHEH+H+4 


SCOSCtHt+e +++ +e ts 


O+ttete¢et+t+et+t++ettest 


0 


= 

ie 2) 

jor) 

2 
++ttetetettetetet+tet+ +t 


E 114: Dieses Ol sprach mit seinen eigenen Keimen auf die Zufuhr von Nahrstoffen 
nur langsam an. Von den eingeimpften Stémmen LH 302a, b und M 115a starben 
die ersten beiden innerhalb der Beobachtungsdauer ab; die Keimzahlen des dritten 
waren langsam riickliufig. Zusatz von 0,05% Glucose anderte nichts, abgesehen von 
einem voriibergehenden kurzfristigen Anstieg der Keimzahlen bei den LH 302- 


* Aspergillus-Stémme aus einem Spindelél-Graphit-Gemisch. 
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Stammen. Dagegen bewirkten 
0,01% N als KNO, eine 
wesentliche Verbesserung der 
Lebensbedingungen : LH 302a 
zeigte das gleiche Verhalten 
wie M115a; beide hielten 
sich mit Schwankungen etwa 
auf gleicher Hohe. Auch der 
empfindliche Stamm LH 302b 
war nach 30Tagen noch mit 
103 Keimen je cm® Ol ver- 
treten (Abb. 4a—c). 


K 6: Hier verhielten sich 
LH 302b und M 1l5a bei 
Zufuhr von 1 Vol% Wasser 
rucklaufig und waren zwischen 
dem 10. und 30. Tag aus- 
gestorben. Bei LH 302a sank 
der Keimgehalt wahrend der 
ersten Versuchstage stark ab 
und ging im weiteren Verlauf 
nur noch langsam zuriick. 
Glucose und KNO, waren 
ohne EinfluB. Dagegen ver- 
hielten sich alle drei Stamme 
nach Erhohung des Wasser- 
gehaltes um 3 Vol% wie 
sondeneigene Stéimme und 
zeigten einheitlich einen vor- 
tibergehenden Keimanstieg 
von Werten um 6 x 104 auf 
6 x 10® und danach wieder 
einen allmahlichen Riickgang 
auf Werte zwischen 5 x 104 
und 5 x 10°. 


K 2: Keiner der in das Ol 
eingefiihrten sondenfremden 
Keime war  entwicklungs- 
fahig. Auf KNO, sprach nur 
M 115a an; auBerdem lag hier 
einer der wenigen Falle vor, 
wo Glucose-Zusatz die Ent- 
wicklung insofern giinstig be- 
einfluBte (Abb. 5a, b), als bis 
zu 30 Tagen kein Abfall der 
Bakterienzahlen zu bemerken 
war. 
F 33: Auch hier star- 
ben samtliche zugefiihrten 
Stamme selbst bei erhdhter 
Einsaatmenge innerhalb we- 
niger Tage im Rohol ab. 
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Abb. 4a. Verhalten verschiedener Bakterienstimme im O01 
E114, a) im unveriinderten Rohdl. 
—— LH 302a; — — — LH 302b; —-— M11]5a. 
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Abb. 4b. Verhalten verschiedener Bakterienstiimme im O1 


E 114, b) mit 0,05% Glucose. 
— LH 302a; — — — LH 302b; —-—M115a. 
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Abb. 4c. Verhalten verschiedener Bakterienstamme im 61 


E 114, c) mit 0,01% N als KNO;. 
— LH 302a; — — —LH 302b; —-—M11lba. 
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Wirkungslos blieben Zusatze von KNO;, Pepton, Glucose, ferner von 1 Vol% 
BH-Lésung mit Pepton. Erst mit 10 Vol% BH-Losung war schlieBlich M 115a 
fahig, sich iiber einen Monat lang etwa auf gleicher Héhe zu halten. Fir die Stamme 
LH 302a und b waren zur Erzielung desselben Effektes 20 Vol% BH-Lésung er- 
forderlich. Die sondeneigenen Stamme F 33b und c, die im: Roh6l schon auf Zusatz 
von 1 Vol% Wasser mit Pepton 
angesprochen hatten, konnten 
sich auch nach Riickimpfung 
mit 1 Vol% Wasser nach einer 
Kulturdauer von etwa 3 Monaten 
auf FbAg sofort an das Ol ohne 
weitere Zusatze adaptieren. 

S7: Dieses Ol zeigte den Unter- 
schied zwischen sondeneigenen 
und sondenfremden Keimen noch 
deutlicher. Die letzteren hielten 
sich erst nach Zufiihrung von 
30 Vol% BH-Lésung, wahrend ~ 
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Vor 70 20. ‘Tage 30 sich Stamm S7b bei Riick- 
Zeit impfung sofort adaptierte. 
Abb. 5a. Beeinflussung sondenfremder Stiimme im 01 Die Keime der Nienhage- 
K 2 durch KNO,. * ; 
—— LH 302a; — — — LH 3802b; — - — M115a. ner Ole wuchsen, wie schon 


erwahnt, mit Ausnahme der 
E4/15-Stimme bei der Iso- 
lierung nur in fliissigen Me- 
dien, lieBen sich jedoch zum 
Teil an feste Substrate adap- 
tieren. Bei Riickimpfung in 
ihr Ol nach Kultur wahrend 
etwa 3 Monaten auf FbAg 
ging bei den itberpriiften 
Stiimmen die Fahigkeit, auf 
festen Substraten zu wach-— 
O17 10 2 Tage 3o sen, mehr oder weniger 


Zeit schnell verloren. Bereits bei 


Abb. 5b. Beeinflussung sondenfremder Stiimme im 61 der Bestimmung der zur 
K 2 durch Glucose. E 
—— LH 802a; — — — LH 302b; —-— M1lba. Einsaat benutzten Menge 


lieferte das fliissige Medium 
meist hohere Keimzahlen als die Plattenkultur (Tab. 12). Demnach 
scheint selbst bei langerer Kultur die Adaptation dieser Keime an feste 
Substrate nur unvollkommen zu sein. 
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In einer weiteren Versuchsreihe haben wir das Verhalten von Stamm 
M115a in fremden Rohélen bei Durchliiftung und Zufuhr von N-Ver- 
bindungen untersucht (Tab. 13). 

Wiihrend sich im 61 K6 sondenfremde Stimme sonst nur bei Zugabe 
von 3 Vol% Wasser vermehrten, war bei Durchliiftung schon mit 1 Vol% 


Untersuchungen zur Erdélbakteriologie. 


383 


Wasser ein Keimanstieg zu verzeichnen. Auch in K2 setzte bei Durch- 
liftung Vermehrung ein, die sonst an die Zufuhr von KN O, oder Glucose 
gebunden war. In allen Fallen bewirkte die Zufuhr von Pepton bei 
gleichzeitiger Durchliiftung eine verstiirkte Vermehrung. Bei 87 er- 
moglichte erst Liiftung, verbunden mit Peptonzufuhr, eine kraftige Ver- 
mehrung. 


Tabelle 12. Keimzahlen von sondeneigenen Keimen nach Riickimpfung in das eigene 
OL, festgestellt auf festen und in fliissigen Substraten*. 


; : | Keimgehalt je cm*® 61 nach 

Hinsaatmenge je cm’ 61, | _ : be 
Steram festgestellt mit 10 Tagen festgestellt 30 Tagen festgestellt 

| mit mit 
Boag ep eet Rbag YS ap Fbag | Fb 
| i} 

d56 bin" 2,6: < 10) °2,2° x 104 | 0 — 0) 1 e104 
esac | 722 x7 108 "| ‘1,1 x 104 0 Salo? 0 MAO Se 
E 114a| 4,4 x 104 | “= 3,4 < 10+ | 2,4 x 10° | 3,0 x 10? | 2,0 x 104 


* Bei diesen Versuchen lag der Keimgehalt der benutzten Ole vor der Beimpfung 
in K 6 und E 114 bei weniger als 1 x 101, in F 33 bei weniger als 1 x 102 Keimen 
je,.cm?. 


Tabelle 13. Verhalten von Stamm M 115a in verschiedenen Olen bei Durchliiftung und 
N-Zufuhr 
(0,01% N als Pepton; Wasserzusatz 1 Vol%). 


m 7 Keimgehalt je cm* O61 nach 

1 wi ne bedingungen wi 1 Tag 3 Tagen 10 Tagen 
nicht geliiftet 8,8 x 108 4,5 x 10° — 6,0 x 108 
K 6 geliiftet igs See KE 4,0 x 10# 1,5 x 10° 9,8 x 104 
gel. + Pepton 5,5 x 104 8,6 x 10° Se SIO! LO 10 
nicht geltiftet- | 8,8 x.10* | 3,7 x 10° = 1,0 x 102 
K2 geliftet TB on Ke 6,4 x 104 1,2 x 10° EOE LO 
gel. + Pepton D0 1O* Pasi Se 8,7 x 10° ese ue 

nicht geliiftet 8,8 x 108 1,6 x 104 — 0) 
Pepton 3, 10: 4,0 x 104 — OSA? 

Be geliiftet (EBS OP Tell O® 3,9 x 10 a 
gel. + Pepton | 55X10! | 13108 | 9,0x 10 | 4,2 x 10° 


Ganz anders war das Verhalten beliebiger, aus Wasser und Luft iso- 
lierter, 6lfremder Bakterienstémme. Sie wurden in Ol E4/15 eingebracht, 
das nach Neutralisation der Verwertung durch sondenfremde Mikro- 
organismen relativ leicht zuganglich ist. Von 10 Staémmen starben nach 
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Einsaaten von iiber 104 Keimen je Kubikzentimeter 3 innerhalb 24 Std, 
4 weitere innerhalb 20 Tagen ab. Eine Ausnahme machten 2 Fluores- 


centen, die nach 3 Monaten noch in Keimzahlen um 10? vorhanden 


waren, jedoch erst bei einer Erhéhung des Wassergehaltes im Rohol um 
10 Vol%. 
II. Diskussion der Ergebnisse. 

In sdmtlichen untersuchten Olen lieBen sich Mikroorganismen in 
wechselnder Zahl, in erster Linie Eubakterien, nachweisen und in ihrer 
Entwicklung im Ol in der einen oder anderen Weise experimentell beein- 
flussen. 


Als Standort von Mikroorganismen ist Erd6l in verschiedener Hinsicht durch die 
Besonderheiten der Lebensbedingungen ausgezeichnet. Der Wassergehalt ist gering. 
Molekular gelost kénnen in Paraffinkohlenwasserstoffen und aromatischen Kohlen- 
wasserstoffen nur unter 1% liegende Spuren vorhanden sein. GréBere Wassermengen 
sind zunachst in Tropfenform im Ol emulgiert, bis bei weiter steigendem Wasser- 


hemmed is 


gehalt, je nach den herrschenden Bedingungen, eine Emulsion von Ol in Wasser — 


entsteht, oder O01 und Wasser sich trennen. Das Olwasser der Erddllagerstatten ist 
Salzwasser, dessen Salzgehalt erheblich iiber dem des Meerwassers liegen kann und 
z. B. im Schacht Wietze im Hannoverschen Erdélgebiet Werte von 20% erreicht. 
In seiner chemischen Zusammensetzung unterscheidet es sich yom Meerwasser und 
ist unter anderem durch das mehr oder weniger vollstindige Fehlen von Sulfaten, 
was Bastrn (1926) und GINsBURG-KARAGITSCHEWA (1937) mit Desulfurikation in 
Verbindung gebracht haben, sowie durch das Auftreten gewisser Spurenelemente 
gekennzeichnet. ZERBE (1952) nennt als Bestandteile NaCl, SiO,, Eisen, Aluminium, 
Calcium, Radium, Helium, Vanadium. Erdél enthalt zwar 0,01—2,2% Stickstoff, 
es sind jedoch Verbindungen, die als schwer angreifbar gelten, soweit sie tiberhaupt 
untersucht worden sind: Pyridine, Chinoline, Hydropyridine und Hydrochinoline. 
Auf Grund unserer Kenntnisse iiber die Entstehungsgeschichte des Erdéls darf man 
annehmen, daf der leicht assimilierbare Stickstoff langst verbraucht ist. Ferner 
sind vorhanden kleine Mengen von Sauerstoff- und Schwefelverbindungen: Naph- 
thensauren, Fettsauren, Harze, Phenole, Ester organischer Sauren; Mercaptane, 
Dialkylsulfide, Thiophene usw., Pyrrolderivate, Sterine. Selbst innerhalb desselben 
Horizontes einer Lagerstitte ist das aus verschiedenen Sonden entnommene ©] in 
seiner chemischen und physikalischen Beschaffenheit nicht immer einheitlich. Da- 
von abgeschen tiberwiegen in tieferen (alteren) Horizonten paraffinische, in héheren 
(jiingeren) Horizonten naphthenische Ole. 


Soweit Mikroorganismen Kohlenwasserstoffe im Stoffwechsel ver- 
werten kénnen, erfolgt der Angriff bevorzugt unter aeroben Bedingun- 
gen. Der anaerobe Abbau ist wesentlich schwieriger und oft mit Desul- 
furikation und Denitrifikation verbunden, die Zahl der beteiligten Arten 
von Mikroorganismen ist wesentlich geringer. Innerhalb der Lagerstiitte 
herrschen anaerobe Bedingungen. Wird das Ol an der Erdoberfliche ent- 
nommen, so befindet es sich mit den darin enthaltenen Mikroorganismen 
in verschiedener Hinsicht in einem labilen Zustand. Das Ol] ist von Lager- 
staéttendruck entlastet, der mehr als 100 atm betragen kann; in vielen 
Fallen entweichen geléste Gase aus dem Ol, so daB es schiumt wie eine 
girende Flissigkeit. Die Beriihrung mit der Luft fithrt zu Oxydations- 
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prozessen und zu Verainderungen des Redoxpotentials. Diesen Verande- 
rungen sind die Mikroorganismen bei der Isolierung aus dem Sondendl 
ausgesetzt, und selbst bei Entnahme von Proben unmittelbar aus der 
Lagerstatte in Erdélschichten ist ein Teil der Veriinderungen bereits 
eingetreten. Im mehr oder weniger schroffen Wechsel der Lebensbedin- 
gungen mag einer der Griinde dafiir liegen, daB vorerst noch zwischen 
den durch Zaihlung nach vorhergegangener Ausschlimmung des OI- 
tragers (EXSERZEW, 1952) und den durch Kultur ermittelten Keim- 
zahlen ein erheblicher Unterschied besteht. Ein weiterer Grund liegt 
darin, daB wir offensichtlich noch nicht in der Lage sind, siimtlichen im 
Erdol lebenden Mikroorganismen in der Kultur geeignete Substrate an- 
zubieten. Ein Universalsubstrat gibt es hier ebensowenig wie in der 
Boden- und Wasserbakteriologie. 

In der Lagerstiitte ist das Ol im Tragergestein mit sehr groBer innerer 
Oberflache verteilt und gemeinsam mit den Mikroorganismen den Vor- 
gangen der Adsorption und Elution ausgesetzt; im Sondend6l ist dieses 
komplizierte System zerst6rt. An den Wanden der Sondenrohre kénnen 
Substanzen aus dem Ol abgelagert werden, die keimhaltig sind und aus 
denen z. B. der Stamm HPa isoliert worden ist; auch den Stamm M115a 
halten wir fiir einen Bewohner des Sondenrohres. Was die Verteilung der 
Mikroorganismen in der Lagerstatte anbetrifft, so muB man in Ana- 
logie zu den Verhaltnissen im Boden und in den Ablagerungen der 
Gewiasser und nach Beobachtungen an Olen von verschiedenem Wasser- 
gehalt sowie an Ol/Wasser-Gemischen annehmen, da zwar die Grenz- 
flache Olwasser/Ol ein bevorzugter Standort ist, daB aber, wie man friiher 
zuweilen angenommen hat (Barer, 1937), Mikroorganismen keineswegs 
auf diese Zone beschrinkt sind, sondern selbst in wasserarmen oder 
praktisch wasserfreien Olen entwicklungsfahig sind. Innerhalb der Lager- 
statte werden sie sich hauptsichlich als Aufwuchs auf den Partikeln des 
Oltragers entwickeln und nur zum geringeren Teil frei beweglich sein 
und dann gewissermaen im Ol flottieren. Im einzelnen bedarf es noch 
eingehender Untersuchungen an Mikrokulturen, um die Eigenarten der 
Lokalisation in einem wasserarmen Medium zu klaren. 

Unter Beriicksichtigung der Verhaltnisse in der Lagerstitte war zu 
erwarten, da bei der Kultur der in Erd6l lebenden Bakterien mit einem 
hohen Prozentsatz wahrscheinlich obligater Anaerobier und mit der An- 
wesenheit von Halophilen gerechnet werden mufte und da ferner bei 
der Verwendung von Erdél als Kulturmedium die darin enthaltenen 
Keime auf eine Erhéhung des Wassergehaltes und auf die Zufuhr von 
leicht assimilierbaren N-Verbindungen, vielleicht auch von N-freien 
Mineralsalzen, ansprechen wiirden. Ferner war bei den Autochthonen 
und bei den im Ol vorkommenden Allochthonen eine mehr oder weniger 
strenge adaptive Bindung an die als C- Quelle im Erdol zur Verfiigung 
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stehenden Substanzen, also in erster Linie an Kohlenwasserstoffe, zu er- 
warten. 

Unsere Versuche haben nur teilweise diese Annahmen bestatigt. Eine 
Erhéhung des Salzgehaltes im Nahrsubstrat war nur von geringer Be- 
deutung. Das von ZoBELL (1946a) fiir die Kultur mariner Bakterien be- 
nutzte Substrat 2216 gab keineswegs héhere Keimzahlen und vor allem 
keine anderen Arten als salzarme verdiinnte Fleischbouillon. Es sind 
also bisher zwar halotolerante aber keine obligat halophilen Arten in der 
Kultur nachweisbar. Im Verhalten zum Sauerstoff herrschen die anpas- 
sungsfahigen fakultativen Anaerobier und Aerobier vor; auch ZOBELL 
(1946b) hat auf das Anpassungsvermégen vieler Kohlenwasserstoff- 
spalter hingewiesen, die selbst bei einer Sauerstoffspannung von 0,1 mg/1 
noch gutes Wachstum zeigen. Diese Feststellung bedarf allerdings einer 
bei allen Kulturversuchen generell vorhandenen, aber hier besonders 
auffailligen Einschriinkung: In vielen Fallen lieBen sich Kulturen nur in 
fliissigen Medien gewinnen, und gerade in diesen Medien, besonders in 
Leberbouillon, kénnten sich obligate Anaerobier entwickelt haben, deren 
Abtrennung und Reinkultur bisher nicht gelungen ist. In die gleiche 
Richtung deuten die Untersuchungen, die MtLueR u. ScHwartz (1948) 
in Erddlschichten vorgenommen haben. So fehlte z. B. unter den bisher 
isolierten Stammen die Gattung Clostridium vollstandig. Das ist insofern 
bemerkenswert, als neuerdings PREvoT (1948) fiir einige saprophytische 
Clostridien die Beteiligung an den Prozessen der Kohlenwasserstoff bil- 
dung und Desulfurikation in Anspruch nimmt. Von den in Reinkultur 
untersuchten Bakterienstiimmen waren tiber */, aerob/anaerob. Das Vor- 
herrschen derartiger Formen spricht, verbunden mit anderen Beobach- | 
tungen, dafiir, daB, entgegen der urspriinglich von MULLER u. SCHWARTZ : 
(1948) geiuBerten Zuriickhaltung, ein groBer Teil der im Sondendl nach- 
gewiesenen Mikroorganismen aus der Lagerstiitte selbst stammen kénnte. 
Fakultativ aerob/anaerobe Formen scheinen auch unter anderen Ver- 
haltnissen in Sedimenten und Sedimentgesteinen bevorzugt aufzutreten. 
ZOBELL (1945) fand sie in marinen Sedimenten in erheblicher Tiefe. 
LreskrE u. HorrmMann (1928) haben in Braunkohlen- und Steinkohlen- 
flézen fakultative Anaerobier nachgewiesen. 

Ks hat sich zwar durchweg bestiitigt, daB die Lebensbedingungen in 
Ol keineswegs optimal sind, aber Wassermangel scheint unter den be- 
grenzenden Faktoren eine geringere Bedeutung zu haben, als wir er- 
wartet hatten. Dagegen erbrachten zahlreiche Versuche den Beweis da- 
fiir, daB die N-Versorgung im Ol mangelhaft ist. Von 9 Olen sprachen 7 
auf die Zufuhr von Stickstoffverbindungen mit einer Erhéhung der 
Keimzahl an, wobei durchweg hochwertige N-Verbindungen wie Pepton 
und Asparagin stirkere Anstiege der Keimzahl ergaben als Nitrat und 
anorganisch gebundener Ammoniumstickstoff. Da& neben und auBer 
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Stickstoff noch andere begrenzende Faktoren wirksam sein kénnen, geht 
aus dem giinstigen Einflu8 der C-freien Nahrlésung nach BUSHNELL u. 
Haas hervor, der durch Stickstoffverbindungen allein nicht ersetzt wer- 
den konnte. 

Hine Aktivierung der mikrobiellen Prozesse gelingt auch bei Verbesse- 
rung der Sauerstoffversorgung durch Liiftung, was mit Riicksicht auf 
das fakultative Verhalten zahlreicher Erddlbakterien gegeniiber dem 
Sauerstoff und auf die leichtere Zugianglichkeit der Kohlenwasserstoffe 
unter aeroben Bedingungen verstandlich ist. 

In der Frage der adaptativen Bindung an das Erd6l fanden wir unsere 
Annahmen bestatigt. Vergleicht man das Verhalten Gleigener und 6l- 
fremder Bakterien, so wird die Bindung der ersten Gruppe an das Erdél 
mit seinem Gemisch schwer zugainglicher Kohlenwasserstoffe bei Gegen- 
wart bakteriostatischer oder bactericider Substanzen und bei den in 
manchen Olen vorhandenen hohen H-Ionenkonzentrationen deutlich. 
Selbst innerhalb desselben Olfeldes kénnen entsprechend den Unter- 
schieden in der chemischen und physikalischen Beschaffenheit in mikro- 
biologischer Hinsicht Unterschiede zwischen verschiedenen Sonden vor- 
handen sein, und es gelingt keinesfalls immer, aus der einen Sonde iso- 
lierte Bakterienstémme in das Ol einer anderen Sonde zu iibertragen. 
Es ist nicht ausgeschlossen, daB bei dem Verhalten nicht adaptierter 
Staimme bactericide oder bakteriostatische Wirkungen einzelner Ole mit- 
gespielt haben, eine Vermutung, die eingehender gepriift werden muf. 
Bei 5 Rohélen erfolgte Wachstum der im O] enthaltenen Mikroorganis- 
men nur in fliissigen Medien, und die Gewohnung an feste Substrate war 
hier nicht in allen Fallen méglich. Zugabe von Glucose als C- Quelle hatte 
nur ausnahmsweise EinfluB auf die Keimzahl im Ol, jedoch sind in dieser 
Beziehung, um die Frage der Verwertbarkeit von C-Verbindungen zu 
klaren, weitere Versuche mit N-freien C-Verbindungen erforderlich; es 
ware ja denkbar, daB die gute Wirkung organischer N-Verbindungen 
zum Teil auf ihrer gleichzeitigen Verwendung als C- Quelle beruht. Fir 
viele Erdélbakterien ist eine geringe biochemische Aktivitaét charakte- 
ristisch; Zuckerarten werden verhaltnismaBig selten von den Reinkultu- 
ren unter Gas- und Saurebildung verwertet, ebenso sind Indol- und 
Schwefelwasserstoffbildung in der Regel negativ, und Gelatine wird von 
der Mehrzahl der Stamme nicht oder nur sehr langsam verfliissigt. 

So ergibt sich also das Bild einer hochgradig angepaBten, aus Hubak- 
terien und Actinomyceten bestehenden Mikroflora. Wenn wir von Speziali- 
sten wie Desulfurikanten und anaeroben Cellulosespaltern absehen, so 
ist die Lebensgemeinschaft, soweit wir heute die Verhaltnisse ther- 
blicken kénnen, gekennzeichnet durch das Vorherrschen fakultativ 
aerob/anaerober, halotoleranter Formen, die in der Kultur meist schlecht 
oder mittelmaBig wachsen und biochemisch gegentiber den tblichen 
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Medien wenig aktiv sind. Sie sind angepat an ein Milieu, das durch 
meist geringe Wassergehalte und durch im allgemeinen schwer angreif- 
bare C-Verbindungen ausgezeichnet ist. Ihre Anpassung an die in Roh- 
dlen vorhandenen N-Verbindungen scheint unvollkommen zu sein. Sie 
sprechen in vielen Fallen auf die Zufuhr von Wasser und auf eine Ver- 
besserung der N-Versorgung mit einer Erhéhung der Keimzahl an, wobei 
auffallt, daB hiufig nur hochwertige organische N-Verbindungen wirk- 
sam sind. 

Macht man den Versuch, die hier behandelten 9 RohG6le in mikrobio- 
logischer Hinsicht zu gruppieren, so erkennt man sehr bald das Pro- 
blematische eines solchen Unternehmens. Nimmt man die Menge der im 
Roh6él enthaltenen Keime und deren Reaktion auf Zusatze von Wasser 
oder von Nahrstoffen sowie das Verhalten 6lfremder Keime als Kenn- 
zeichen fir die Aktivitit, so lassen sich zwar Sondend6le mit hoher und 
geringer mikrobieller Aktivitaét der dleigenen Keime unterscheiden, 
ferner solche, die 6lfremden Keimen leichter oder schwerer zuganglich 
sind, es gelingt dagegen nicht, diese Eigenschaften zum Wassergehalt 
des Oles, zur Zugehérigkeit zu einem bestimmten Olfeld oder zur Tiefen- 
lage und zum geologischen Alter in Beziehung zu setzen. 

Die Verteilung der Mikroorganismen innerhalb der Lagerstatte scheint 
wesentlich verwickelter zu sein, als man bisher annahm; auch die in 
anderem Zusammenhang ausgefiihrten neuen Untersuchungen an 
Schachtélen deuten in diese Richtung. Es ist nicht ausgeschlossen, daB 
Areale, die sich nach Art, Menge und Aktivitiét der vorhandenen Mikro- 
organismen unterscheiden, nebeneinander existieren. Beziehungen zur 
chemischen und physikalischen Beschaffenheit der einzelnen Sondendle 
sind zweifellos vorhanden, aber, von einzelnen Ausnahmen abgesehen, 
sind sie uns unbekannt und die uns zuginglichen Analysendaten reichen 
nicht aus, sie zu erkennen. \ 

Ks wird kaum ein anderer Weg weiterfiihren als die wiederholte bak- 
teriologische Kontrolle simtlicher Sonden eines Olfeldes, verbunden mit 
der Ermittling der wesentlichen chemischen und physikalischen Daten 
und die Testung der isolierten Stimme im Verhalten gegeniiber einzelnen 
Erdélkohlenwasserstoffen und anderen Erdélbestandteilen. 


Zusammenfassung. 

1. Die aus den Olfeldern Heide/Holstein und N ienhagen/Hannover an 
der Erdoberfliiche aus Olsonden aseptisch entnommenen Olproben waren 
simtlich keimhaltig; sie enthielten Bakterien und vereinzelt Actino- 
myceten. 

2. Zum Nachweis der im Erdél lebenden Mikroorganismen erwiesen 
sich verdiinnte Fleischbouillon oder Fleischbouillonagar als geeignet, in 
einigen Fallen jedoch nur bei Verwendung des fliissigen Mediums. 
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3. Obligat halophile Keime haben wir in unseren Olproben nicht an- 
getroffen. 


4. Der gréBte Teil der isolierten Mikroorganismen entwickelte sich 
unter aeroben und anaeroben Bedingungen; auBerdem waren obligate 
Anaerobier und vereinzelt obligate Aerobier vorhanden. 


5. Die Keimgehalte lagen in frisch entnommenen Olproben nach dem 
Plattenverfahren von Kocu, dem Zehntelungsverfahren von Scxitrz und 
bei Kultur in hoher Schicht nach Burri zwischen 1 x 10° und 1,5 x 108 
Keimen je Kubikzentimeter O01. 


6. Der gefundene Artenbestand war gering, im Minimum etwa 
zwischen | und 10 Arten. 


7. Der Gehalt an kultivierbaren Desulfurikanten, Denitrifikanten und 
anaeroben Cellulosespaltern war auffallig niedrig; es muB jedoch damit 
gerechnet werden, daB die vorhandenen obligaten Anaerobier noch nicht 
vollzahlig erfaBt worden sind. 

8. In simtlichen untersuchten Olproben nahm der Keimgehalt wih- 
rend der Lagerung schneller oder langsamer ab; die Proben wurden je- 
doch wihrend einer Beobachtungsdauer bis zu 2 Jahren nicht steril. 


9. Hine Erhdhung des Keimgehaltes im Ol gelang mehr oder weniger 
leicht durch Zufiihrung von Wasser, N-Verbindungen oder anorganischer 
Nahrlosung, in einigen Fallen auch nach Liftung. Dagegen war nur in 
einzelnen Fallen ein Einflu8 organischer N-freier C-Verbindungen fest- 
zustellen. 

10. Von 9 Olen sprachen 3 bereits auf eine Erhéhung des Wassergehal- 
tes um 0,4—10 Vol% an, 7 auf eine Zufuhr von Wasser mit gelosten N- 
Verbindungen und 2 nur auf die Zufuhr einer anorganischen Nahrloésung 
mit Zusatz von Pepton. 

11. Nitrit-Stickstoff war weder bei den Rohdlen von EinfluB, noch 
lieB er sich von den in Reinkultur vorliegenden Staémmen verwerten. 
Auf NO,- oder anorganisch gebundenen NH,-Stickstoff und auf orga- 
nische N-Verbindungen reagierten 3 Ole, waihrend bei 6 Olen organisch 
gebundener Stickstoff in Form von Alanin, Asparagin, Pepton fiir eine 
Vermehrung der sondeneigenen Bakterien erforderlich war. 


12. Die hohe Anpassung an das Erdél zeigte sich darin, daB selbst 6l- 
eigene Stamme auf dem Wege itber die Reinkultur nicht beliebig zwischen 
den einzelnen Sondenélen ausgetauscht werden kénnen. 

13. Die meisten den Rohdélen zugefiihrten 6lfremden und sonden- 
fremden Keime starben in kiirzester Zeit ab. Hierbei spielte in einem 
Falle (E4/15) die hohe H-Ionenkonzentration eine Rolle, in anderen 
Fallen ist, abgesehen von ernihrungsphysiologischen Faktoren, eine 


bactericide Wirkung von Olbestandteilen nicht ausgeschlossen. 
26* 
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14. Die Ole erwiesen sich teils als schwer verwertbar fiir Mikroorganis- 
men, teils als verhaltnismaBig leicht angreifbar und dann auf Zusiatze 
von Wasser usw. ansprechend, in einem Falle nach Neutralisation der 
vorhandenen Saure. 
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Conditions governing Haematochrome Formation and 
Loss in the Alga Haematococcus pluvialis Flotow. 


By 
M. R. DRoop. 


With 2 figures in the text. 
(Hingegangen am 19. Mérz 1954.) 


The phytoflagellate Haematococcus pluvialis is one of the organisms 
responsible for the blood-red colour of small ephemeral pools on naked 
rock and ecologically similar habitats (DRoop, 1953). 

The colouring matter in this organism, like that in T'rentepohlia and Euglena 
sanguinea, has received much attention in the past under the term ‘“‘Shaematochrome”’ 
(for a detailed review of the literature cf. Goopwin, 1952). In Haematococcus, the 


principal pigment is known to be astaxanthine (TiscHmr 1944); however, in the 
biological discussion it is convenient to continue with the use of the old term. 


Tn living cells the carotenoid is dissolved in oil droplets, which in the motile state 
are situated mostly between the parietal chromatophore and the nucleus, while in 
the resting spore they frequently mask the chromatophore completely. 

It is clear from the researches of REICHENOW (1909), PRINGsHEIM (1914) 
and R. CHopat & Mayr (1927) that the two most important factors 
responsible for haematochrome formation are deficiency of nitrogen and 
strong illumination. Lworr & Lworr (1930), working on the heterotro- 
phic carbon nutrition of flagellates, found that acetic acid favours haema- 
tochrome formation, acetic acid being the organic carbon source most 
easily assimilated by Haematococcus. This led F. Coopar (1938) to for- 
mulate the general hypothesis that the carbon/nitrogen balance in the me- 
dium determines the degree of carotenoid formation. This hypothesis is 
plausible, but as yet untested as far as algae are concerned. The experi- 
ments to be described were, among others, undertaken with the object of 
doing so. They were carried out with pure cultures of strain 34//e from the 
Culture Collection of Algae and Protozoa, The Botany School, Cambridge. 


Carbon Dioxide, Light, Acetate, and Nitrate. 

If the hypothesis covers all the facts, one would expect haematochrome 
formation to be independent of light to the same extent as growth is, and 
its formation to be affected by carbon dioxide. 

The first experiment deals with the effects of four factors: carbon 
dioxide, light, acetate, and nitrate. 
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There are 16 possible treatments involving four factors, when each of them is 
presented at one of two levels. The experiment, which was repeated seven times, was 
carried out on a soil extract agar basal medium. Cultures receiving the nitrate treat- 
ment contained 200 mg. KNO,/I., and those receiving the acetate treatment 500 mg. 
anhydrous CH,COONa/I. The cultures, agar slants, were placed without plugs in 
closed museum jars which contained 300ml. of either strong KOH (for the low CO, 
treatment) or a Palitzsch borax-boric acid buffer, py 8, with 0.01 M NaHCO, 
equivalent to 0.4% CO, at 18° C and 760 mm Hg (for the high CO, treatment). Those 
grown in the light received 200 ft. candles “‘warm white”’ fluorescent light for 16 
hours each day. The relative amount of haematochrome formation in any two 
cultures on agar could be assessed by eye after a period of two weeks’ growth. These 
comparisons were only made between cultures differing in their treatments with 
respect to one of the four factors; there are, therefore, eight comparisons for each 
factor; that is, 56 in all. 


The results are shown in Tables I—III. It is not intended to discuss 
all the possible interactions which the factorial treatment is able to show, 
but only those between the effects of one nutrient and light. 


Table I. 
Effect of nitrate on haematochrome formation. The entries refer to numbers of 
comparisons of pairs of cultures differing in their treatment with respect to nitrate. 


Lighta par Saree hee i Si ad 
Condit. Acetate: : 6 20503 a lesb gy ee ee EO, SS otals 

COs seine cies + — + — + — + — 

More haematochrome 

with more nitrate: .°. | °0"' 0° °0''*0° "OT. 0% 08 °0 0 
Result No difference. <<... OF O90 k= 40% FOLENS 4. 13 

Less haematochrome 

with more nitrate.) "sije7 Ts BITE io esas 43 

Table IT. 


Effect of CO, on haematochrome formation. The entries refer to numbers 
of comparisons of pairs of cultures differing in their treatment with respect to CO,. 


1 TTT a Ae SOS Ra AEE PGRN ilies ie IF ot ae Nik ng) pba 
Condit. ‘AGetatews ae. 5 ici w.ee + + — — + + — — totals 

Nitrates .).ciseg mi ies tam +t Ke +t Ke YH 

More haematochrome 

Wath moreCO ssa se gO em jee Vitec petal lain al bo 22d) 
Result No difference... .. a Oe tee Ose Ol OG eee 24 

Less haematochrome 

with more CO, 93 3 lO) Oe a eee 6 


The suppressing action of nitrate is less pronounced in the dark than 
in the light, particularly in the absence of acetate. This, coupled with the 
fact that in the dark growth is always slower and indeed negligible in the 


— 
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absence of acetate, provides indirect evidence of greater haematochrome 
suppression in more vigorously growing cultures. 


The utilization of carbon dioxide in the light is seen to be correlated 
with enhanced haematochrome production. In the dark carbon dioxide 
was significantly without effect. Acetate, on the other hand, had a posi- 
tive effect both in the light and in the dark, the difference in the two sets 
of figures being below the level of significance. 


Table III. 
Effect of CH;COONa on haematochrome formation. The entries refer to numbers of 
comparisons of pairs of cultures differing in their treatment with respect to acetate. 


iettia. ks . & en ee ee eee eee 
Condit. COI BAY PORES “Zte 2 + + — — + + — — totals 

Nitrates 2ESe tases .| + + ++ 

More haematochrome 

with moreracetate.. vee Ob sleeiGems. 6. 5:8 5 38 
Result No difference. .... 2 2 TES, A Deer Pan 14 

Less haematochrome 

Wwithtmore acetate... .(- 0" "Oh. 45 0) 908 Or OPO 4 


Thus, both carbon dioxide and acetate increase haematochrome for- 
mation, the former only in the light, the latter in the dark also. In fact, 
haematochrome formation is increased when assimilable carbon is in- 
creased, and will occur also in the dark; which is in keeping with CHopAt’s 
hypothesis. 


Haematochrome Accumulation in Presence of Excess Nitrogen. 


A further prediction can be made from the hypothesis, that if the 
carbon/nitrogen ratio is sufficient to account for all the facts, it should 
never be possible to obtain haematochrome formation in cultures when 
nitrogen is greatly in excess. 


Fig. 1 represents the yields in two series of liquid soil extract cultures, 
at the onset of encystment. The cultures whose yields are given by curve 
A had no phosphate supplements, while those of curve B had them. 


In series A, as nitrate was increased above a certain level, phosphate 
became limiting, so that further increases of nitrate produced no greater 
yield. In series B, yields were increased beyond this point by greater 
nitrate supplements. Nitrate must have been is excess in the phosphate 
limited cultures of series A, and yet all these showed greater haemato- 
chrome formation than did the equivalent cultures of the other series, 
which must by then have contained very much less nitrate. 
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Haematochrome formation also takes place in the presence of excess 
nitrate in cultures arrested by magnesium deficiency, or when growth is 
prevented by critical concentration of some poisons, such as 0.4% sodium 
chloride. Indeed, it has been found 
that, whenever growth is arrested by a 
cause other than carbon shortage, hae- 
matochrome accumulation becomes a 
possibility, irrespective of the amount 
of nitrogen present. 


Influence of Cell Division. 

The relation of haematochrome for- 
mation to cell multiplication was 
studied by observing the growth cycle 
under different conditions, and record- 
ing the first appearance of the carot- 


& enoid. The curves in Fig. 2 represent the 


GEM TE Mee ’ 
=e KNOg/¥ enn later stages of growth from single cells 


Hie 1 Visas a eaaaell exbrack eh inoculated into liquid media consisting 


increasing nitrate supplements: A, without of soil extract with various additions. 
additional K,HPO,. B, with 20 mg. why fs é 
K,HPO,/l. A, B, and C had an initial concentration 


of 200 mg. KNO,/l.; D, E, and F one of 
about 5 mg./l. (that being the amount contained in the soil extract). A, C, D, 
and F had, in addition, 500 mg. CH,COONa/I.; C and F were grown in the dark. 
Growth was finally arrested by phosphate deficiency in A, B, and C and by nitrate 
deficiency in the remainder. 
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Fig. 2. Growth in liquid soil extract: supplements 200 mg. KNO,/l., 500mg. CH,COON in li 

with KNO, and CH,COONa; B, inlight with KNO,; C in dark ae KNO, and Hivoone 5 in neat 

with CH,COONa; L, in light without supplements; F, in dark with CH,COONa. The tithe when the 

carotenoid first became visible in the cells is indicated by an arrow. Note: placing of the curves on the 
time-scale is arbitrary. 
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The time at which haematochrome first became visible in the cells 
could be judged to within a day or two by microscopic examination. This 
time is indicated by arrows in the figure. It is seen that no haematochrome 
appeared before growth stopped, not even when conditions should have 
been most favourable, as in the culture with low nitrate, high acetate inthe 
light (culture D). Afterwards, the actual time of appearance depended on 
the treatment, or more precisely, on the amount of carbon available at the 
time. Thus haematochrome was developed earliest when both organic and 
mineral carbon were available then (Aand D), and later when one kind only 
could be used (organic carbon in©, and F), and later still when the sole source 
was in short supply (as with the carbon dioxide limitation of the growth 
rate in B). 

Loss of Haematochrome. 

Since haematochrome accumulation is not possible during continued 
cell-division it is not an unreasonable supposition that haematochrome 
loss may also be associated with these conditions. This is confirmed by 
many observations, a few of which will be mentioned. 

When red resting cells are placed in a culture medium favourable for 
growth there is in most cases a considerable loss of haematochrome prior 
to germination, but no such loss occurs and, incidentally, no germination 
if the medium is deficient in any nutrient. For instance, the red colour of 
spores is maintained when they are placed in the dark in a fresh complete 
mineral medium but changes with accompanying germination in the same 
medium in the light. 

The loss of haematochrome during cell-division can be observed by 
daily microscopic examination of cells from cultures enseminated with 
red spores (cf. REticHENOw, 1909). Further, it has never been possible to 
demonstrate an increase in numbers in any population, whether natural or 
in culture, in which the amount of haematochrome was being maintained. 

The following experiment shows that the loss during cell-division is not 
entirely due to the presence of an unavoidable excess of nitrogen. Red 
resting spores from a phosphate limiting medium (soil extract with 200 mg. 
CH,COONa, 200 mg. KNO,, and 20 mg. MgSQ,/I. yields about 21” cells per 
ml.) were washed and placed in the following quantities into portions of 
the same medium freshly prepared, 216, 21, 214, 218, and 2” cells per ml. 
The final yield of these cultures being of the same order, 217=%? indi- 
cates two, four, eight, sixteen and thirty-twofold increases in the succes- 
sive cultures. By the time growth had ceased in each, all the cultures 
showed some colour change, but this was slight in the twofold culture, 
successively greater in the four and eightfold ones and complete in the 
remainder, thus indicating a complete loss of haematochrome in three 
generations of cell-division and, in spite of the presence of excess nitrogen, 
losses less complete when cell-division did not procede so far. 
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One can conclude, therefore, that haematochrome loss is indeed asso- 
ciated with conditions favourable for cell-division, and that, since some 
loss is observable in resting spores when about to germinate, haemato- 
chrome is mobilised during protein synthesis and not merely dissipated 
among the progeny of the dividing cell. 


Discussion. 

The foregoing experiments were chosen to illustrate the following 
points. First, the action of light and of carbon dioxide are dependent on 
one another, but that of organic carbon is independent of light; that is, 
haematochrome formation can occur in the dark. Second, haematochrome 
formation can be independent of the nitrogen, but not carbon, supply. 
Third, cell multiplication not only precludes accumulation but also is 
associated with loss of haematochrome. 

The relation of carbon dioxide and organic carbon to light renders it 
almost certain that the very strong effect which the latter has is entirely 
through the photosynthetic apparatus, particularly since light in the red 
region appears to be the most effective. On the other hand, the presence 
of organic carbon enables the organism to by-pass photosynthesis, in 
respect no less to haematochrome formation than to growth. Haemato- 
chrome forms in the dark if organic carbon is available, but the rate of 
formation is less than in the light, just as it is with growth. 

The effect of nitrogen is seen to be indirect. No haematochrome is 
formed while cell-division continues, while continued division is depen- 
dent on available nitrogen. However, under phototrophic conditions, 
there is a further factor: in media with high nitrogen, provided no other 
nutrient is limiting, cell-numbers are allowed to increase to such an extent 
that carbon dioxide becomes scarce, owing to its limited rate of diffusion. 
Then the delay in haematochrome formation is very great. This may be 
called a question of carbon/nitrogen balance; but if conditions are 
arranged so that continued cell-division depends on the supply of some 
other nutrient, the same considerations apply. One might say, for in- 
stance, that the carbon/phosphate balance is decisive. 

A more general hypothesis can now be formulated, namely, that the 
accumulation of haematochrome is favoured by agents which prevent 
cell-division without impairing the plant’s ability to assimilate carbon; 
and tends to be prevented by those which reduce the availability of the 
latter. These conclusions are in agreement with those reached by Garton, 
AOODWIN & LigINSKI (1951) with Phycomyces, which is interesting because 
in the fungus the carotenoid is f-carotene and not astaxanthine. 

Conditions governing haematochrome accumulation and loss are those 
which in general govern accumulation and utilization of storage products, 
i.e. mobilisation during protein synthesis and accumulation in its absence. 
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So the relation between the carotenoid, starch and oil is of interest; but 
this has not been investigated in detail in Haematococcus. If behaviour is 
any indication of function, it appears — superficially, at any rate — that 
the carotenoid is itself a reserve substance in this alga, a conclusion 
reached by SENN (1911) concerning T'rentepohlia. 


It is well known that a discrepancy exists between the colour of motile 
populations in nature and the same in cultures; in the field Haematococcus 
is invariably red. The prediction that natural populations are probably 
numerically stable is borne out by cell counts. When a pool is flooded 
with rain water, the population maximum is very quickly reached, and 
thereafter maintained at this level during the life of the pool. Apparently, 
this is effected by a large reserve of resting spores, each of which is capable 
of germinating to give four motile cells. Preliminary biological assays 
using H. pluvialis suggest that nitrogen deficiency is not always the factor 
limiting these pool populations, phosphate and iron deficiencies having 
been recorded on occasions. 


Summary. 


Culture experiments with Haematococcus pluvialis show that caroteno- 
genesis may be independent of available nitrogen but not of the carbon 
supply, and that cell multiplication not only precludes the accumulation 
of carotenoids even under conditions which are otherwise favourable to it, 
but also effects their disappearance. CHopAt’s hypothesis concerning the 
importance of the carbon/nitrogen balance has only limited application 
and is replaced by one of a more general nature. 
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Studies on symbiotic nitrogen fixation by a new strain of 
tetraploid red clover (U036). 


By 
PER ERIC NILSSON and CONRAD RYDIN. 


With 3 figures in the text. 
(Eingegangen am 1. April 1954.) 


Great variations appear in nitrogen-fixing ability of the symbiosis 
Rhizobium-leguminous plant. Of fundamental importance are the charac- 
teristics of the organisms involved. Different strains both of bacteria and 
of plants have been observed to involve characteristics stimulative or in- 
hibitory for the development of optimal symbiotic activity. 

This paper will deal with the symbiotic nitrogen-fixing ability of a 
new tetraploid red clover strain, described by AKERBERG (1953), which 
is of particular interest as a high quality example of tetraploid red 
clover strains recently developed in Sweden. As far as known today 
these new types of red clover are superior in many respects to the 
diploid strains. They are specially superior in resistance to wide-spread 
pathogens, Brncrrors (1951), and they also have a higher nutritive 
value, KivmmMAe (1951). 

As U0386 and other tetraploid strains will probably be in wide-spread 
practical use in the near future, it is of interest and value to know 
whether optimal nitrogen-fixing symbiosis will develop with the same 
strains of Rhizobium as found suitable for the diploid clover strains now 
cropped. If the symbiosis develops preferably and more effectively with 
other strains of bacteria this is of practical interest for the preparation 
of commercial cultures of legume-bacteria extensively used in this 
country. 

Until recently the variations in nitrogen-fixing ability of the Rhizo- 
biwm-legume symbiosis were considered mainly a result of differences 
between Rhizobium strains. By using the terms effective and in- 
effective strains of Rhizobium one indicates the limits of these varia- 
tions. This side of the problem will be left without discussion and we 
refer to a review by ALLEN et al. (1950). 

One has however also to take the plant factor into consideration. The 
plant can be responsible or unresponsible, using terms suggested 
by Nurman (1946), to the development of an effective symbiosis. Con- 
sequently the result is dependent upon an optimal combination of 
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effectivity of bacteria and responsibility of plant. The importance for 
the response in symbiosis of interaction between bacteria and host fac- 
tors is shown by Nutman (1946) and Nurman and Reap (1952). Vin- 
CENT et al. (1953) found a certain specificity in choosing nodule-producing 
strains of Rhizobium between e.g. red and white clover. This did not 
correspond to a specific stimulative effect on the strains in the rhizo- 
sphere. Interesting discussions of these relationships are also given by 
THORNTON (1947, 1949) and JENSEN (1949). 


Materials and methods. 


The red clover strains investigated are Ultuna and Merkur, both diploid, and 
U036, tetraploid. 


Plants from these red clover strains were picked on field plots within the same 
area of a field experiment. The Rhizobium flora available for infection was therefore 
the same for all plants. 


In connection with the isolation of Rhizobium, the number, size and distribution 
of nodules was observed. No differences appeared in distribution on root system and 
size of the nodules. U036 showed however a number of root nodules 20—25% higher 
than that of Ultuna and Merkur. 


From each red clover strain 30 Rhizobium isolates were made from 10 plants by 
surface sterilizing the nodules and crushing them on an agar medium according to 
ALLEN (1949). Purity test on the isolated strains was made on a straw gelatine 
medium according to Bs4LFvE and Ninsson (1938) of the following composition: 
5.0 g powdered wheat straw, 5.0 g sucrose, 0.2 g KNO3;, 1000 cc. tap water. After 
boiling (30 min) and filtration, 120 g of gelatine is added. 

Aseptic plant cultures of UO36 and Ultuna were cross-inoculated so that both 
clover strains were inoculated with all bacteria strains isolated. The plants were 
cultivated under aseptic conditions in common test tubes on agar slants, with a 
nitrogen-free salt combination according to Nurman (1946). Before seeding, the 
seeds were surface sterilized by treatment with concentrated H,SO, for 20 min and 
washed several times. The effect of sterilization procedure was tested by plating the 
seeds on potato glucose agar for 48 hours at 28° C. 

Two plants were allowed to develop in each tube. After planting the plant 
cultures were treated with the Rhizobiwm inoculums. Three tubes were treated with 
the same inoculum thus making six parallel clover plants from each Rhizobiwm 
isolated. Uninoculated plant cultures served as a control on sterility and also later 
as an analytical control on nitrogen-fixing activity. 

All plant cultures were placed in green-house with artificial light. The nitrogen- 
fixing activity of the different symbioses was measured as increase in total nitrogen 
analysed according to KJELDAHL. 


Results and discussion. 

The nodulation was observed each day in the beginning of the nodu- 
lation period to determine when the first nodule developed. Later the 
nodules were counted every fifth day until the density of the root system 
made any accurate counting impossible. These nodulation studies are 
collected in figure 1. 
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The first nodules on Ultuna developed 9 days after inoculation and on 
U036 11 days after inoculation. The nodulation on each of the parallel 
plants within the different series, after a short initial period, developed 
very similarly. So did also the plants themselves. There was a much 
higher nodulation activity on the Ultuna plants than on the U036 plants, 
throughout the culti- 
vation period. The 
nodulation curve of 
UO036 rose more: 
slowly.When, because 
of the limited space. 
in the cultivation 
vessel, cultivation 
had to be stopped, 
the curve was howe-— 
ver still rising at the 
same speed. The 
nodule number on 
the original plants” 
indicates that the 
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Figure 1. Nodule formation on Ultuna and UO36 strains of red 


clover with Rhizobium strains of different origin. Ultuna curve would — 
° o Ultuna plants inoculated with bacteria from Merkur. later be overtaken. 
= ce wns i 4 cetlioheg st eich The longer nodulation 
PRO UO 36 plants, inoculated with bacteria from oynak period was not com- 
v---- vv. Fs : a within "Theat. bined with an unfa- 


vourable distribution 
of the nodules over the root-system, often indicating a less active 
symbiosis. 

The cross inoculations showed no marked differences in nodulation 
activity on the same clover strains, Rhizobium strains from Merkur 
giving rise to a somewhat greater number of nodules on the Ultuna 
clover strain than Rhizobium strain isolated from the other clover strains | 
in the experiment. : 

The plants cross-inoculated with the isolates of different origin also 
developed uninfluenced by possible variations in the inoculum. During 
the early stage the U036 plants were the biggest, which can still be seen 
on plants 35 days of age (Figure 2), inoculated with the same bacteria 
strain. 

After two months the Ultuna plants however had a greater mass than 
the U036 plants, which, as will be shown, corresponded to a similar rise 
in nitrogen content. These changes in vegetative activity may be due to 
a severer depression of Ultuna than of UO36 in the initial stage of 
infection, as a result of the greater amount of reserve nutrients available 
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for the U036 plants. The seed of UO036 has a much greater volume than 
that of Ultuna, and determination of their total nitrogen content showed 
a mean content of 0.19 mg compared to 0.10 mg in Ultuna seed. 


The plant cultures were harvested 3 months of age. The cultivation 
method did not allow further development of the plants. Total nitrogen 
was determined from the 
whole content of the cul- 
tivation tubes. Unino- 
culated plant cultures 
served as analytical con- 
trols. Each group of six 
plants in three tubes was 
made up to one sample. 
The results of the ana- 
lyses are shown in tables 
1 and 2. 


UO36 and Ultuna in 
symbioses with Rhizobium 
strains of different origin 
_ showed no significant dif- 
Figure 2. Development of the Ultuna and UO36 strains ferences in total nitrogen 

at 35 days of age. content. No sign of specific 

selection of Rhizobium 

strain appeared in the nitrogen-fixing activity according to the experi- 

mental technique used. The Rhizobium strains originally infecting all 

clover strains in the experiments originated from the same mixed soil 

microflora. All isolated strains but one gave rise to symbioses with 
UO36 and Ultuna of the same nitrogen-fixing activity. 


Table 1. Symbiotically fixed nitrogen by UO36 red clover plants and Rhizobium 
strains of different origin. 
Mg N per 2 X 3 plants. 


Origin of inoculum 


Group of 
plants Ultuna Merkur U036 
1 Sell 3.2 3.6 
2 4.3 3.7 4.4 
3 Dal 3.6 2.9 
4. Bed ell 3.6 
5 4.1 4.0 3.8 
6 4.4 3.1 4.5 
ai Sil 2.0 4.0 
8 _— 3.4 | 4.0 
Sum 28.5 26.8 30.7 
Per group 4.1 3.3 3.8 
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Table 2. Symbiotically fixed nitrogen by Ultuna red clover plants and Rhizobium 
strains of different origin. 
Mg N per 2 x 3 plants. 


Origin of inoculum 


Group of . 
plants Ultuna | Merkur | UO 36 
1 | 6.5 / 78 | 6.0 
2 | 7.4 | 6.4 6.5 
3 6.4 | 6.5 | 5.2 
4 5.9 | 6.4 | 6.6 
5 — 6.8 | Lay | 
6 — 1.2 6.7 
7 = ! 6.5 | 5.6 
8 — | 6.8 6.8 
9 | = | = 6.7 
Sum 26.2 54.2 55.9 
Per group 6.6 6.8 6.2 


In one case an ineffective symbiosis was developed between Ultuna 
plants and one Rhizobium strain isolated from an Ultuna plant. Twice 
as many nodules were developed in this plant 
culture as in other cultures in the series. The 
nodules developed normally but no nitrogen 
was fixed (see fig. 3). In this case the failure 
of the symbiosis seems to be due to an ineffec- 
tive Rhizobium strain, not to unresponsible 
plants, as both plants in the culture tube 
developed an ineffective symbiosis. 

The nitrogen analyses showed a_ higher 
nitrogen content in the Ultuna plants than 
in the UO36 plants. This agrees badly with 
investigations on the nutritive value of the 
two strains carried out by KiviMAE (1950) 
showing a higher protein content of UO036 
than of Ultuna. Now the analysis in the 
present investigation is made at a much 
earlier stage and with an experimental tech- 
nique not suitable for quantitative work of 
such type. The differences might, however, 
just because the special conditions in the 
present experiments, indicate a lower respon- 
sibility to symbiotic activity of V036, which 
was not found under field conditions. In the 
Figure 3. Development of ineffec- field there are other nitrogen sources than the 
tive symbiosis on Ultuna strain. svmbiotically fixed that can be used, which 


O: uninoculated; A: ineffective; : 
B: effective. however is not the case in the aseptic cultures 
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of the present experiments. Just the fact that the tetraploid strain, 
because of its bigger seed, has so much more nutrient available, specially 
nitrogen, might delay the development of the symbiosis, more un- 
favourable in a cultivation entirely dependent upon fixed atmospheric 
nitrogen. The highly important question whether tetraploid strains of 
red clover — in this case specially the strain U036 — represent an im- 
provement in protein-synthesizing efficiency using atmospheric nitrogen 
thus needs more detailed investigations to be answered. 

Inoculation practice will — as far as can be judged from strain U036 
— evidently not be influenced by cropping tetraploid red clover instead 
of diploid strains. Strains of Rhizobium now used in commercial cultures 
and found effective in connection with diploid strains will probably be 
effective also when cropping tetraploid strains. 


Summary. 

Some characteristics of the symbiotic nitrogen fixation by tetraploid 
red clover (U036) have been studied in laboratory experiments. Cross- 
inoculations were made on tetraploid and diploid clover plants using 
Rhizobium isolates from both types of clover. Nodulation activity and 
nitrogen fixation were determined. No sign of specific strains necessary 
for optimal fixation of nitrogen by the UO36-symbiosis was observed in 
comparison to the diploid clover strain. Rhizobium cultures effective in 
connection with cultivation of diploid clover will probably also be 
effective when cultivating tetraploid clover strains. 

This work has been supported by grants from Kungl. Lantbruksakademien. The 
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Amino acid content of leguminous proteins as affected 
by genetic and nutritional factors. I. 


By 
PER ERIC NILSSON, KRISTOFFER KORSAN-BENGTSEN and OLOF MELLANDER. 


(Eingegangen am 1. April 1954.) 


The very big difference in production capacity and cost between vege- 
table and animal protein makes the production of vegetable proteins of 
comparable nutritional value very important from both the economic 
and the nutritional point of view. 

Leguminous crops are our most important source of vegetable protein. 
They have the unique characteristic of being able to synthesize their 
protein on the basis of atmospheric nitrogen, fixed in symbiosis with 
Rhizobium. This economically very important characteristic is made 
extensive use of through artificial inoculation with Rhizobium cultures 
to ascertain optimal development of the symbiosis. 

The composition of the proteins in different leguminous plants has been studied 


by several workers. A review of investigations dealing with the proteins in soya-bean, 
clover, alfalfa and other crops has been made by Luae (1949). 

AGREN (1949, 1951, 1952) has determined by microbiological methods the amino 
acid content in different foodstuffs, among them red clover, lupin meal and soya- 
bean meal. The methionine range in 100 selections of alfalfa has been determined by 
StneLeTon, Mertz and Davres (1952) by microbiological methods, using an im- 
proved hydrolyzing technique. The variations in methionine content were small. 


Dantretsson and Lis (1952) have made comparisons between the amino acid 
content of different pea proteins, both globulins and albumins. They found that the 
albumin fraction investigated had a higher content of lysine, an essential amino acid, 
than usually found in vegetable proteins. 


Recently FLoprn (1953) in an interesting review of the nutritive value and_ 
availability of food proteins gave the proportionality factors for essential amino 
acids in such proteins. He reached the general conclusion that there is a marked 
shortage of lysine, methionine, threonine and tryptophane in human dietaries, Among 
the leguminous products soya-bean meal is best, showing only slight deficiency of 
methionine, peas and beans having a great deficiency of tryptophane and methionine 
and a slight one of lysine. The proportionality factors were calculated on analytical 
data compiled by Brock and Bourne (1951). 


It seems to the present authors important to investigate how culti- 
vation practice can influence upon the protein composition of the crop. 
The intention of our work is to investigate the composition of proteins 
from different leguminous plants and different strains of the same plant 
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type, genetically different, grown under different nutritional conditions. 
The present paper gives some results from studies of tetraploid and 
diploid red clover and from red clover and peas fed with nitrogen sym- 
biotically fixed and nitrogen taken up as nitrate. Some characteristics 
of the nitrogen-fixing symbioses of the same tetraploid and diploid red 
clover strains have been studied by Nrzsson and Ryprn (1954). 


Plant material: Tetraploid red clover, UO36. Diploid red clover, 
Ultuna. Yellow peas, Gyllen. 


The plants were cultivated under bacteriologically controlled conditions in glazed 
fireclay pots of 2 litres volume. The pots were filled with sand and autoclaved at 
120° C for 1"/, hours. After seeding with surface sterilized seed, an one-inch layer of 
white quartz sand 2—4 mm was placed on top of the sand. By keeping this top 
layer dry, any contamination of the root zone by airborne micro-organisms was made 
very difficult. Consequently the nutrient solution was poured into the pot and kept 
at a constant level through a glass tube direct to the bottom. A salt combination 
according to Nurman (1946) was used throughout the experiments: 


KH,PO, 0,05% Ca,(PO,). 0.2% 
MgSO,:7H,O 0.02%  FePO, 0.1%, 
NaCl 0.01% FeCl, 0.001% 


For the nitrate series, 0.259% Ca(NO;), was added to this formula. 

The media were autoclaved at 120° C for 20 min. 

The clover seeds were surface sterilized by treatment with concentrated H,SO, 
for 20 min and then washed in sterile water several times. This method was not. 
suitable for the peas and therefore these were sterilized by combined treatment with 
mercury chloride and ethylalcohol, according to ALLEN (1949). After sterilization, 
seeds of all types were plated on potato glucose agar until germinated (3 days), to 
get a check of the effect of the sterilization procedure. 

When seeding the pots without nitrogen, the seed was inoculated with Rhizobiwm 
by shaking in a bacteria suspension. 

For analysis of very young material, clover was grown on agar in common test 
tubes, the same nutrient solution as above being used. 

All plant cultures were placed in a greenhouse with artificial light. 

After 4 weeks a marked effect of nitrogen fixation on colour and size of 
the plants was observed. The youngest material (young plants) was 
harvested soon after the true leaves began to develop and a marked effect 
of the nitrogen fixation appeared, compared to uninoculated plants without 
nitrogen. The older material (blooming plants) was harvested in the 
blooming stage. Some pea plants were allowed to ripen. 


The following procedure was used in the analytical work: 


The plant material was dried in air. Pea material was divided into stalks, leaves, 
roots and fruits (pea + pod), the clover material into stalks + leaves and roots. 
1 gm of the material and 20—30 ml 80% ethanol was homogenized in a blender or 
was disintegrated by hand. After two hours the mixture was centrifuged and the 
alcohol decanted. The alcohol treatment and centrifugation were repeated once. The 
treated plant material was dried to constant weight, and 0.05 gm was used for the 
hydrolyses. The hydrolyses were carried out in 6 n HCl at 150° C for hs hours. 
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After this time there was still an unhydrolysed dark-coloured fraction 
containing a very small amount of nitrogen (see Table 1). No amino acids 
were found in this fraction by paper chromatography, however, after 
repeated hydrolyses. 


Table 1. Nitrogen content of the unhydrolysable fractions 
from ripe pea-materials. 


mg nitrogen 
eer Meee a Total in the sample In the unhydro- 
(0.05 gm) lysable fraction 

Inoculated : 

friitsue see Oe 122, 0.06 

stalks tenn 0.7 0.07 

IGS VES ost Ral 1.8 0.08 

TOOtGun. wer eee 1.4 0.08 
Uninoculated : 

fruits S08. yoo 1.3 0.03 

stalket hi. 0.4 0.04 

leavesiitensus Ss 1.0 0.04 

TOOtH IS Sees 14 0.06 


The hydrolysates were evaporated on a water bath. The evaporation residue was 
dissolved in distilled water and re-evaporated. After redissolution it was desalted 
and evaporated to dryness. To the hydrolysate with the lowest nitrogen content 1 ml 
of distilled water was added, to the others the amount of water necessary to give 
the same nitrogen concentration. From the dilutions 0.1 ml was taken by a cali- 
brated pipette to the chromatograms. 

Munktell OB paper was used for the chromatograms. Two-dimensional chro- 
matography was used. For the first direction (ascending) a water-saturated phenol 
+ 0.1% cupron was used for 20 hours at 26°C in ammonia-atmosphere. After 
drying the papers, pyridine-amylalcohol-water (35—35—30) was applied (descend- 
ing). The papers were sprayed with 0.1% ninhydrine and the spots were observed 
after 24 hours. 

Determinations of total nitrogen were made on all plant material by 
means of KJELDAHL’s method. The percentage of total nitrogen found is 
given in Table 2. As is shown in this table, the nitrogen content in the 
inoculated series was much higher throughout the experiments. This was 
particularly pronounced in the leaves. The total amount of nitrogen per 
plant or pot was however not determined. Neither was the supply of 
nitrate continually observed. 

Tables 3 and 4 show the findings from the paper chromatograms. 

As the material grew older the analyses of inoculated material showed 
much more intense amino acid reaction than the nitrate-fed material. 

In the clover series there was a higher amino acid content in leaves than 
in roots. The pea plants had about the same amino acid composition in 
roots, leaves and seed. 
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An interesting difference between the diploid Ultuna and the tetraploid 
U036 red clover is to be found in arginine. The diploid strain contains no 
arginine. In the tetraploid, however, there was a clear indication of this 
amino acid. 


Table 2. Total nitrogen content in plant material dried and extracted with ethanol. 


Percentage total nitrogen 
Plant material 
Tnoculated Nitrated 
Peas (Gyllen): 
SUN IRS Tae eek Sere ab Meg ty were wee ia 1.37 0.84 
ICER EERIE, Sty oy CO ee eres Seen eee Nee eee 3.66 2.04 
LGOUS eee eel ace Kr els Br eC i aes 2.90 2.45 
LUUIte eee ea Be te ee 2.46 2.46 
Red clover: 
U036, young plants 
LCA NCB MW CPL See pie ny eee: 4,30 3,67 
OOUNHRERE PK LAER Ala te, ca Se Oh Sees ey: 1.94. 1.46 
U036, blooming plants 
NCAVESSES Too. treet cli We eee Dn Bee 3,43 1.92 
LOOUS MAM sie eee Suid Shee ors. ee a? 2,67 1.69 
Ultuna, blooming plants 
LCAVES Rh Aiba tact soc ae ere. teem cil mes Baral 1.82 
OOUS Bors cues Mes i ollie oe) SME SRR hate 2.51 1.62 


The presence of arginine in this new red clover strain is interesting, 
especially as, according to KivmmAz (1951), this strain has also shown a 
higher feeding value than the older diploid strains in other connections. 
Our analysis however indicate a much lower concentration of arginine 
than that in e. g. peas. A search for a protein better in this respect might 
be successful among the breeding material used for developing the 
strain U036. 

Some amino acids show decreasing tendency or total disappearance 
with increasing age of plant, according to the analyses on protein from 
U036 red clover of different ages. The analyses were made only at two 
stages of development. Better information on changes in protein compo- 
sition during the plant development could be of practical value for food 
production. Such information, together with variations in the amino acid 
pattern is fundamental for the value of a new legume crop and conse- 
quently highly important factors in plant breeding work. 

The different nitrogen source did not affect the protein synthesis quali- 
tatively, as far as can be judged from amino acid analyses. Hydrolysates 
from material with biologically fixed nitrogen did however contain amino 
acids in a higher concentration than the other series. 
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‘Summary. 

Tetraploid and diploid red clover have been cultivated in greenhouse 
under aseptic conditions. The plant cultures were given only one source 
of nitrogen: either they were given nitrate in the nutrient solution or they 
were inoculated with Rhizobium for establishing symbiotic fixation. 

The amino acid composition of protein from the different series and 
from different parts of the plants was analysed by paper chromatography. 

There was a clear arginine reaction from the tetraploid clover material 
but no arginine at all was found in the diploid clover material. 

Plants fed on nitrate and those fed on symbiotically fixed nitrogen 
showed the same amino acid pattern as far as can be judged from the 
chromatograms. The hydrolysates from inoculated plants showed usually 
more intense ninhydrine reaction on the chromatograms than hydroly- 
sates from not inoculated plants, although diluted to the same nitrogen 
content. For this fact we have so far no explanation. 


The authors wish to express their thanks to Mr. 8. Bryerrors, Agr. lic., Sveriges 
Utsadesférening, Ultuna, for his contribution to this investigation by producing the 
seed of the new tetraploid red clover U036. 


Literature. 


ALLEN, O. N.: Experiments in soil bacteriology. Minneapolis: Burgess Publish- 
ing Co. 1949. — Buock, R. J., and D. Botting: Amino acid composition of proteins 
and foods. 2nd ed. Springfield, Ill.: Thomas 1951. — Dantezsson, C. E., and H. Lis: 
Acta chem. scand. (Copenh.) 6, 139 (1952). — Fiopin, N. W.: Agr. and Food Chem. 
1, 222 (1953). — Kivimdn, A.: Sveriges Utsidesfrenings Tidskrift 61, 13 (1951). — 
Luac, J. W. H.: Advances in Protein Chemistry 5, 229 (1949). — Nizsson, P. E., 
and C. Ryptn: Arch. Mikrobiol. 20, 398 (1954). Nurman, P.8.: J. Bacter. 51, 411 
(1946). — Stneveton, V. L., E. T. Merrz and R. L. Davis: Agronomy J. 44, 346 
(1952). — Acren, G.: Acta chem. scand. (Copenh.) 8, 931 (1949); 5, 766 (1951); 
6, 608 (1952). 


After preparation of the manuscript certain results from amino acid analyses on 
corn were published by SAUBERLICH, CHANG and Satmon (Journal of Nutrition 
Vol. 51, 1953, pp. 241—250). As their paper also deals with the influence of variety 
and fertilization on the amino acid content of a crop, we want to direct the attention 
of the reader also to that paper. 
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Ein Beitrag zur Wirkung diskontinuierlicher 
Belichtung auf die Massen- und Individuenvermehrung 
von Chlorella vulgaris. 


Von 
MARIA-ELISABETH MEFFERT, 


Mit 9 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 8. April 1954.) 


Bei der Beobachtung von Algenkulturen, die einem regelmafbigen 
Licht-Dunkel-Rhythmus ausgesetzt waren, beobachtete v. DENFFER 
(1949) an Nitzschia palea eine durch den Licht-Dunkel-Wechsel steuer- 
bare Individuenvermehrung, wobei neue Teilungen nur in der Licht- 
phase eingeleitet werden. GmRDES (1951) stellte bei Versuchen mit 
Scenedesmus bijugatus fest, daB bei bestimmtem Licht-Dunkel-Wechsel 
verschiedener Rhythmen die Zunahme der Zellenzahl entweder auf die 
Dunkelphase oder auf den Beginn der Lichtphase beschrankt war. Also 
auch hier wurde durch den Licht-Dunkel-Wechsel den Zellen eine ganz 
bestimmte Teilungsrhythmik aufgeprigt. Auch Aacu (1952) fand bei 
diskontinuierlich belichteten Kulturen von Chlorella pyrenoidosa, daB 
die Zellteilungen simultan zu ganz bestimmten Zeiten — kurz nach 
Beginn der Lichtperiode — stattfanden. Tamiya u. Mitarb. machten 
dieselben Beobachtungen bei Chlorella ellipsoidea (1953, Mitteilung). 
Die Autoren zeigen dabei die Beziehungen zwischen Photosynthese und 
lichtunabhingigen Stoffwechselvorgingen und kliren damit gleichzeitig 
das Auftreten bestimmter Zelltypen im Entwicklungscyclus der ge- 
nannten Alge. 


Da bei eigenen Versuchen ebenfalls sowohl bei natiirlich wie auch bei 
kiinstlich diskontinuierlich belichteten Algenkulturen immer wieder auf- 
fiel, dafS die Aplanosporenbildung und der Massenzuwachs der Kinzel- 
zelle offensichtlich in einem bestimmten Rhythmus abliefen, interessierte 
es, diese Vorgiinge zu verfolgen. Es wurden daher Versuche angesetzt, 
iiber deren Ergebnisse im folgenden berichtet wird. 


Zur Methodik. 


Versuchsalgen. Die Versuche wurden mit 2 Serien angesetzt, wovoneine, Serie a, 
im Licht-Dunkel-Rhythmus von 14:10 Std belichtet wurde (Abb. 1, 3, 5, 7) und 
die andere, Serie b, Dauerlicht erhielt (Abb. 2, 4, 6, 8). Jede Serie bestand aus 
3 Parallelen. Das Impfmaterial fiir beide Serien — eine Suspension eines Stammes 
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von Chlorella vulgaris! — war ebenfalls im Licht-Dunkel-Wechsel von 14: 10 Std 
kultiviert worden, da gleichzeitig gepriift werden sollte, ob der durch den Licht- 
Dunkel-Wechsel induzierte Rhythmus der Individuen- und Massenvermehrung 
auch bei der Kultur im Dauerlicht erhalten blieb. Alle Kulturen hatten eine 
anfangliche Zellkonzentration von 0,1 - 108 Zellen/ml. 


Kulturgefipe und Néhrlésung. Die Suspensionen — 200 ml — wurden in 
300 ml fassende Jenaer ErtENMEYER-Kolben (Glassorte 20) kultiviert, die mit 
2fach durchbohrten Gummistopfen verschlossen waren. Die beiden -Bohrungen 
enthielten das Gaseinleitungs- und Ausfiihrungsrohr. Die verwendete Nahrlésung 
setzte sich wie folgt zusammen: 1000 ml enthartetes, steriles Leitungswasser, 
3,42 ¢ KNO,; 0,54 ¢ MgSO,-7H,0; 0,84g¢ KH,PO,; Spurenelemente in mg/l: 
2,86 H,BO;; 1,81 MnCl, - 4 HO; 0,222 ZnSO,- 7 H,O; 0,079 CuSO, - 5 H,O; 0,015 
MoO,; 4,3 CaSO, (modifiziert nach ARNON [1938]); 1 mg Eisenzitrat; 1 mg Citronen- 
saure (ROHDE [1948}). 

Durchliftung. In die Kulturen wurde standig ein Gasgemisch, das neben 
95 Vol% Luft 5 Vol% CO, enthielt, eingeleitet. Der Gasdurchgang betrug etwa 
40 I/h. 

Belichtung und Temperatur. Als Lichtquelle dienten Leuchtstoffréhren 
(Osram HNG, 40 Watt). Die Entfernung zwischen Leuchtstoffréhren und Kulturen 
betrug 5cm. Daher ergab sich fiir die Kulturen eine Beleuchtungsstirke von 
2700 Lux. Die intermittierend belichtete Serie wurde von 22.00 bis 8.00 Uhr ver- 
dunkelt. Die Temperatur wurde auf 25 + 2° C einreguliert. 

In den ersten 4 Tagen wurden um 2.00, 4.00, 6.00, 8.00, 10.00, 12.00, 
14.00, 16.00 und 22.00 Uhr Proben fiir die Bestimmung der Zellkonzen- 
tration, des Anteils der Teilungsstadien, der freien Tochterzellen und 
der Zellgr6Be entnommen. Vom 5. Tag an wurde die Probeentnahme auf 
8.00 und 20.00 Uhr beschrankt. 

Die Zellkonzentration wurde zu allen genannten Zeiten mit Hilfe der Zahl- 
kammer nach THoma bestimmt. Dabei wurden die Angaben von JANKE (1946) 
und Miner (1924) beachtet. Es wurden von jeder Kultur 3 Tropfen ausgezahlt, 
der Mittelwert wurde also von 9 Einzelwerten bestimmt. Die mittlere Abweichung 
des Mittelwertes (o ~) betrug bei 

Zellkonzentrationen von 0,1—0,3 - 108 Zellen/ml etwa 10%, 
0,3—7,0 BLO? ” ” 5%, 
a ab WhO) z 108 ” 29 1—3%. 
Diesen Werten entsprach eine mittlere Abweichung des Einzelwertes vom Mittel- 
wert von 25—30%, 10—20%, < 10%. Die Berechnung des Sicherheitskoeffizienten 


39 


a eh ergab in allen Fallen Werte > 3. 
ox 


Als Teilungsstadien wurden alle Zellen bezeichnet, die deutlich die Bildung von 
Tochterzellen durch Anlage von Zellwainden erkennen lieBen. Es diirfte sich bei 
diesen Stadien vermutlich um die Telophase gehandelt haben. Aplanosporen sind 
in jungen, diskontinuierlich belichteten Kulturen, in denen die Tochterzellen kurz 
vor oder wahrend der Dunkelphase frei werden, an der geringen Grofe, der blassen 
Farbe und der haufig elliptischen Form gut von anderen Zellen zu unterscheiden. 
In kontinuierlich belichteten Kulturen nehmen die Zellen dagegen bald an Volumen 
zu. Auch der Chlorophyllgehalt ist hier offensichtlich gréBer. Die Sporen sind daher 


1 Herr Prof. PRINGSHEIM war so freundlich, die Alge zu bestimmen. Fiir sein 
Entgegenkommen sagen wir auch an dieser Stelle unseren verbindlichsten Dank. 
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als solche schwerer und auch nur kiirzere Zeit erkennbar. Daher diirften die Werte, 
die in der Abb. 6 angegeben werden, wohl durchweg zu niedrig liegen. Auf eine 
Wiedergabe wurde trotzdem nicht verzichtet, da auch diese Daten deutlich rhyth- 
mische Schwankungen zeigen. ; 

Zur Ermittlung der ZellgréBe wurden die Zellen mit Hilfe des ABBEschen 
Zeichenapparates gezeichnet und ausgemessen. Zu Beginn des Versuchs — bei der 
noch geringen Zellkonzentration — wurden jeweils mindestens 50 Zellen, bei 
steigender Zelldichte mindestens 100 Zellen gezeichnet und gemessen. Da keine 
Méglichkeit bestand, die Zellmasse je Volumeneinheit exakt zu messen, wurde sie 


gemaB der Formel 57 r3- n(n = Zellkonzentration/ml) berechnet (BRISTOL ROACH, | 


1926). Diese Methode hat den Nachteil, daB der Fehler der GréBenmessung eben- 
falls in die 3. Potenz erhoben wird (PEARSALL u. LoosE, 1937). Die mittlere Ab- 
weichung des Mittelwertes (ox) lag hier zwischen 1—5%, d. h. daB der Sicherheits- 
koeffizient den Wert 3 weit iiberschritt und daB ferner die berechnete Abweichung 
ausgedriickt in « mit der verwendeten Optik nicht mehr zu erkennen ist. (5% 
Fehler bei einem Zelldurchmesser von 8 sind 0,40 4; wahrend ein Abstand von 
0,43 w noch eben wahrnehmbar ist. Die mittleren Zelldurchmesser lagen aber selten 
iiber 8 yu.) 


Ergebnisse. 
Die Abb. 1-8 (S. 416/417) bringen die Ergebnisse unserer Versuche. 


Zellvolumen. 


Im Verlaufe einer Kultur verandert sich das Zellvolumen recht augen- 
fallig. So beobachtet man allgemein in jungen Kulturen mit geringen 
Zellkonzentrationen recht groBe Zellen im Verhaltnis zu denen der Aus- 
gangskultur. Mit zunehmender Zellmasse, d. h. mit abnehmender Licht- 
intensitaét, nimmt dann auch die ZellgréBe ab (MyzErs, 1946). Aber auch 
innerhalb von 24 Std findet man bei diskontinuierlich belichteten Kul- 
turen recht erhebliche GréBenschwankungen (siehe Abb. 1). So nimmt 
hier das Volumen der Einzelzelle regelmaiBig wihrend der Lichtphase 
zu, erreicht um 22.00 Uhr — beim Einsetzen der Dunkelperiode — die 
héchsten Werte, um dann bis zum Beginn der Belichtung um 8.00 Uhr 
standig abzunehmen. Aber auch bei der kontinuierlich belichteten Serie 
ist ein Rhythmus der Volumenzu- und -abnahme deutlich erkennbar, 
der wihrend der ersten 2 Versuchstage mit dem der Serie a genau tiber- 
einstimmt, waihrend am 3. Versuchstag hier das Zellvolumen um 16.00 
Uhr und am 4. Versuchstag um 12.00 Uhr den maximalen Wert erreicht 
(Abb. 2). Es ist ferner auffallend, daB bei beiden Serien mit fortschrei- 
tender Kulturdauer die Maxima der Zellvolumen abnehmen, bis am 
6. Versuchstag beim Erreichen des anfinglichen Wertes der Rhythmus 
bei beiden Serien ausklingt. 

Diese Beobachtungen sind ausfiihrlich in Tab. 1 (8. 414/415) dargestellt. 
Angegeben ist die prozentuale Verteilung der Zellgré%en, wobei unter 
ZellgroBe der mittlere Zelldurchmesser am Ende der Licht- und der 
Dunkelperiode verstanden wird. Zu diesen beiden Zeiten lagen ganz 
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verschiedene Entwicklungsstadien in der Suspension vor, die auch an der 
Zellgr6Be erkennbar waren. So liegt das Maximum des Zelldurchmessers 
bei Serie a gegen Ende der Dunkelperiode zwischen 5—7 mu, wahrend 
der Lichtperiode nimmt das Zellvolumen zu, so daB zu Beginn der 
Dunkelphase der mittlere Zelldurchmesser etwa 1—2 yu gréBer ist als 
am Morgen. Dieselben GréBenverschiebungen sind bei den kontinuierlich 
belichteten Kulturen zu beobachten. 


Die Daten zeigen weiter, daB die ZellgréBen zwischen 3 und 12 u 
variieren, daB der groBte Prozentsatz der Zellen aber einen Durchmesser 
von 5—8 yu oder 4—7 yu aufweist. 


Teilungsstadien und Sporen. 


Die beschriebenen rhythmischen Verainderungen der Zellgrofen 
werden durch 2 eng zusammenhingende Stoffwechselprozesse verur- 
sacht. In der Lichtperiode fiihrt die Synthese von organischem Material 
zur VergroBerung der Zellen und schlieBlich — bei Erreichung eines 
bestimmten Reifegrades — zur Anlage von Aplanosporen. Dieser zuletzt 
genannte Vorgang diirfte aber unabhiingig von der Lichtzufuhr sein, 
wie auch das Freiwerden der Sporen, das bei diskontinuierlich belich- 
teten Kulturen meist in der Dunkelphase vor sich geht (v. DENFFER, 
1949; Gerpes, 1951; Tamiya, 1953, Mitteilung). Bei dem hier geschil- 
derten Versuch wurde in der Serie a der héchste Prozentsatz an Teilungs- 
stadien gegen Ende der Lichtperiode festgestellt (siehe Abb. 3), also zur 
gleichen Zeit, in der auch die gréBten Zelldurchmesser ermittelt und 
keine freien Sporen gefunden wurden. 4 Std spiter wurden bereits die 
ersten freien Sporen gezahlt, deren Prozentsatz nach weiteren 4—6 Std 
gegen Ende der Dunkelperiode den Héhepunkt erreichte!, wahrend 
jetzt der Anteil an Teilungsstadien auBerordentlich gering war. Die 
gleichzeitige Bestimmung der ZellgroBe ergab jetzt sehr niedrige Werte. 
Tm Verlauf der um 8.00 Uhr einsetzenden Lichtphase nahmen die jungen, 
noch kleinen Zellen an Masse und Volumen erheblich zu, wobei der an- 
fanglich zarte, hyaline Zellinhalt kompakt und dicht wurde. Um 20.00 Uhr 
war bereits wieder der gréBte Teil der Zellen in Teilung. Dieser Rhyth- 
mus, in dem die Massen- und die Individuenvermehrung praktisch aller 
Zellen streng getrennt voneinander vor sich geht, wobei die Maxima der 
Teilungsstadien und der freien Aplanosporen immer zur gleichen Zeit 
auftreten, dauerte bis zum 5. Versuchstag an. 

In der kontinuierlich belichteten Serie b findet man ebenfalls in den 
Abendstunden den héchsten Prozentsatz an Teilungsstadien (Abb. 4). 


1 DaB der maximale, prozentuale Anteil der Aplanosporen niedriger liegt als 
der der Teilungsstadien, ist auf das friihzeitige (bereits ab 24.00 und 2.00 Uhr) 
Freiwerden eines Teils der Sporen zuriickzufiihren. Die Zellen wurden bei den 
spiteren Zahlungen um 6.00 oder 8.00 Uhr nicht mehr als Sporen erfaBt. 


f we~ 
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Tabelle 1. Verteilung der ZellgréBen in Prozent. 


Serie a — 6.00 Uhr. 


ee” eee 
Gr6éBen in u 


ps 3—4 4—5 5—6 6—7 i—s 8—9 9—10 | 10—11 | 11—12 12—13 
 —_——— 


— 8,3 22,9 | 62,5 | 4,2 mad 
= 1,8 5,5 | 40,8 | 26,0 | 24,0 1,8 
132 26 16;3 | "47,0 26,2 aie b.0 3,7 
19,0 | 1,2 3,6 1,2 1,2 
1,0 | 27,2 | 44,5 | 20,2 | 4,0 2,0 1,0 
1,2 | 11,0 13,4 | 36,6 | 26,9 7,3 2,4 1,2 
— /|17,1 22,5 | 23,4 | 12,6 | 18,0 5,4 0,9 
11,4 | 16,2 | 37,2 | 26,7 | 8,6 


Serie a — 22.00 Uhr. 


SDBADTKRWNeE OS 
& 
ns 
bo 
& 
fon) 
i 
=) 


GréBen in u 


TOR lg g fgg I) gy f earl ee eae pied aelad Pape) ee 
0 — 18,6 | 56,8 | 23,5 

1 — 1,9 5,9. | 49:0) 23,5 } 15,7 3.9 

2 — 1,9 7,8 15,7 41,1 9,8 17,7 5,9 

3 — — 8,5 10,2 22,0 | 47,5 10,2 A We | 

4 — — yi yA AL 38.6 21,0 14,0 7, 1 Wy 

5 1,3 3,9 3,9 | 54,0 31.6 3,9 uP} 

6 — 3,9 5,9 LE ee 51,0 i fy | 3,9 3.9 

7 1,0 15,0 | 41,0 17,0 11,0 4.0 2,0 

8 2,0 14,0 | 40,0 | 38,0 6,0 1,0 


1 Da an diesen beiden Tagen die maximalen Werte bereits um 16.00 Uhr (3. Tag) 


Der groBte Zelldurchmesser wird hier aber schon — jedenfalls am 3. und 
4. Versuchstag — nachmittags erreicht. Man beobachtet ferner, da hier 
bereits am Spitnachmittag Teilungsstadien auftreten und daB die 
Tochterzellen bedeutend schneller frei werden, denn wiihrend der Anteil 
der Teilungsstadien noch zunimmt, treten bereits freie Sporen auf. Bei 
einem Vergleich der einzelnen Abbildungen untereinander ergibt sich 
ferner, daB, nachdem das durchschnittliche Zellvolumen seinen maxi- 
malen Wert erreicht hat — im Gegensatz zur Serie a —, sich der Anteil 
an Teilungsstadien weiterhin vermehrt. Wenn aber bei sinkender Zell- 
groBe die Rate der Teilungsstadien ansteigt, dann bedeutet dies, daB 
Tochterzellen nach kurzer Zeit (4—6 Std), ohne die maximale ZellgréBe 
zu erreichen, neue Teilungen anlegen. Da man also hier nicht wie in 
der Serie a alle Teilungsstadien oder den gréSten Teil der Sporen an 
einem Zeitpunkt erfait, wird auch geklart, weshalb in der kontinuierlich 
belichteten Serie trotz der intensiven Individuenvermehrung der maxi- 
male Wert der Teilungsstadien und Sporen relativ niedrig ist. Auffillig 
ist, daB auch diese verstiirkte Individuenvermehrung vornehmlich in 
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_ (Angegeben wird der mittlere Zelldurchmesser in Mikron.) 


Serie b — 6.00 Uhr. 
Ce SE Sec ee ts A 


GroBen in pu 


Tag 


3—4 4—} 5—6 i —s 8—9 9—10 | 10—11 | 11—12 | 12—13 


a a a a a ee eee (eee ee 
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Serie b — 22.00 Uhr. 


GréBen in wu 


Tag 
3—4 4—5 5—6 6—7 7—8 8—9 | 9—10 | 10—11 | 11—12 | 12—13 
0 — 1336) |) 5658 | 23:5 
1 — = ail ae, 12,0 |. 29,6 | 28,9 9,2 1,8 
2 - LS Gime Lola dy 2257 16,7 13,6 7,5 7,5 1,5 1,5 
3t — — 358 |) 22,2) 4 (61,9 14,8 7,4 
41 co 152 4,9 | 34,6 | 48,2 8,6 1,2 
5 4,8 | 10,6 | 33,6 | 38,6 10,6 7,6 9,6 
6 26,8" |) 34,2) 1248°3' | 15,8 2,4 2,4 
7 U5 s2 47D lie2O,0 1) LL, 2 3,0 
8 9,0 | 49,0 | 31,0 | 10,0 1,0 


und um 12.00 Uhr (4. Tag) ermittelt wurden, werden diese aufgefiihrt. 


der Nacht — also der ehemaligen Dunkelphase — vor sich geht, wahrend 
die Zunahme des Volumens der Einzelzelle tiber Tag erfolgt. 


Zellenzahl. 


Aus den Abb. 5 und 6, in denen die Zellenzahl logarithmisch auf- 
getragen wurde, geht hervor, da8B erst nach einer Induktionsperiode von 
etwa 48 Std die Individuenvermehrung einsetzt. Die beiden verschieden 
belichteten Serien a und b unterscheiden sich hier in der Dauer der 
Induktionsphase, die bei Serie b eher beendet wird. Wie weiter unten 
noch dargelegt, ist dieses spite Einsetzen der Zellvermehrung nicht als 
Wachstumshemmung anzusehen. 

Die bisherigen Ausfiihrungen zeigen, daB die Individuenvermehrung 
in der Serie a nur zu ganz bestimmten Zeiten — vornehmlich in der 
Dunkelphase von 2.00—8.00 Uhr — erfolgt. Insofern ergibt sich auch 
bei der graphischen Darstellung ein treppenformiger Kurvenverlauf. Der 
geringe Anstieg wihrend der Lichtperiode ist auf einige wenige, sich erst 
spit aus dem Zellverband lésende Sporen zurickzufihren und nicht auf 
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neu angelegte Zellteilungen. Auch in der kontinuierlich belichteten Serie 
geht die Zellvermehrung bis zum 5. Versuchstag vornehmlich in der 
Nacht vor sich. 

Zellmasse. 

Auch die logarithmisch aufgetragenen Daten der Zellmasse ergeben 
bei beiden Serien eine stufenformig verlaufende Kurve. In den diskon- 
tinuierlich belichteten Kulturen nehmen die Zellen wihrend der Licht- 
periode an Volumen zu. Die in der Dunkelphase erfolgende Individuen- 
vermehrung ergibt also keine wesentliche Anderung der Zellmasse. Erst 
mit dem Einsetzen des Lichtes und damit der Photosynthese ist wieder 
eine Zunahme der Masse verbunden. Ganz anders ist der — wenn auch 


treppenformige — Kurvenverlauf der kontinuierlich belichteten Serie b; 


denn hier stellt man auch einen nachtlichen Kurvenanstieg fest. Da 


diese Beobachtung jedoch im Widerspruch zu den Daten der Abb. 2 
steht, wonach sich das Volumen der Einzelzelle nachts verringert, wird | 


in der SchluBbetrachtung nochmals darauf eingegangen. Die relative 
Wachstumsrate bezogen auf die Zellmasse erreicht in der intermittierend 


belichteten Serie den héchsten Wert (& = 1,36, bei Tamrya [1953] k= 1,41) 


und liegt damit héher als in der kontinuierlich belichteten Serie (k = 0,99). 
Auch hier stellt man mit zunehmendem Alter der Kultur ein Absinken 
der Werte fest (Abb. 7 und 8). 


Induktions periode. 


Die Induktionsperiode ist bei beiden Serien durch eine gehemmte 
Individuenvermehrung, aber eine erhebliche Volumenzunahme der Ein- 
zelzelle gekennzeichnet. Sie wird in der Serie a gegen Ende des 2., in der 
Serie b gegen Ende des 1. Versuchstages beendet. In beiden Serien 
werden zu den genannten Zeiten die héchsten mittleren Zellgré6Ben mit 
etwa 8 yw erreicht. Erst danach setzt die starke Individuenvermehrung 
der logarithmischen Wachstumsperiode ein. Offenbar ist eine ganz be- 
stimmte Zellreife — hier angegeben durch die Zellgr6Be oder das Volumen 
— zur Beendigung der Induktionsperiode notwendig. Diese maximale 
Gr6Be wird in der Serie a spiter erreicht als in der Serie b. Rechnet man 
jedoch die relative Lichtmenge aus, die die Serien bis zur Beendigung 
der Induktionsperiode erhielten, so ergeben sich in beiden Fallen gleiche 
Werte. Danach wird bei einer Beleuchtungsstirke von 2700 Lux die 
Induktionsperiode nach 40 Std, die in der Serie a durch die Einschaltung 
von Dunkelphasen unterbrochen wurde, beendet. Da& unter diesen Be- 
dingungen. die Lichtmenge den Ablauf der Induktionsperiode entschei- 
dend beeinfluBt, geht auch aus folgendem Befund hervor, der allerdings 
nicht bei den hier beschriebenen Versuchen, sondern bei anderer Ge- 
legenheit erhalten wurde: Sowohl Scenedesmus- wie auch Chlorella- 
Kulturen, die bei verschiedenen Beleuchtungsstarken kultiviert wurden, 


; 
’ 
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beendeten die Induktionsphase bei gleichen relativen. Lichtmengen (siehe 
Tab. 2). Die Chlorella-Zellen erreichten dabei wiederum eine maximale 
mittlere GréBe von 8 yu, die Scenedesmus-Zellen von 7 pu. 


Tabelle 2. Dauer der Induktionsphase bei verschiedenen Beleuchtungsstiirken. 
a i EE a 


Beleuchtungsstirke Dauer der Induktionsphase Lux-Stunden 
in Lux in Tagen je Tag | insgesamt 
7000 3 98 000 294 000 
3500 6 49 000 294 000 
2000 10 28 000 280 000 
SchluBbetrachtung. 


Die oben beschriebenen Versuche und deren Ergebnisse zeigten, daB 
bei der Kultur im Licht-Dunkel-Wechsel die Individuenvermehrung und 
der Massenzuwachs von Chlorella-Zellen einem bestimmten, durch den 
Licht-Dunkel-Wechsel induzierten Rhythmus unterworfen sind. Damit 
stimmt dieser Befund mit denen anderer Autoren (v. DENFFER, 1949; 

_GERDES, 1951; Prrson u. Dérine, 1952; Roupn, 1948; Tamrya, 1953) 

uberein. Aber auch die im Dauerlicht kultivierten Chlorellen zeigten 
nach Induktion einen Rhythmus, der ebenso wie bei den kontinuierlich 
belichteten Kulturen am 5. Versuchstag endete. Daf auch in diesen 
Kulturen tatsichlich ein Rhythmus vorhanden war, war deutlich er- 
kennbar an der Haiufung von Teilungsstadien und freien Aplanosporen 
zu bestimmten Zeiten, an der rhythmisch verlaufenden Zu- und Ab- 
nahme der mittleren Zellgr6Ben und insbesondere der Individuenver- 
mehrung. Da von anderer Seite (Prrson u. DOriING, 1952) bei einem 
Stamm von Chlorella vulgaris im Dauerlicht kein Beibehalten der durch 
den Licht-Dunkel-Wechsel induzierten Rhythmik beobachtet wurde, 
dirfte der Hinweis, daB auch die Wiederholungen des Versuchs das 
gleiche Ergebnis brachten, berechtigt sein. 

So zeigt die Wachstumsrate sehr deutlich, daB die Zellvermehrung in 
den Abend- und Nachtstunden, also den ehemaligen Dunkelperioden, 
vor sich geht. Dagegen verliuft die Vermehrung der Masse wohl auch 
periodisch, aber nicht mehr in der ehemaligen Licht-Phase, wie oben 
ausgefiihrt, sondern gleichzeitig mit der Individuenvermehrung in der 
ehemaligen Dunkel-Phase. Untersucht man dieses Verhalten, so stellt 
man fest, daB in der kontinuierlich belichteten Serie die Zellproduktion 
besonders in den Nachten vom 2. bis 5. Versuchstag groBer, die mittlere 
Volumenabnahme der Hinzelzelle — die ja beim Freiwerden von Sporen 
immer beobachtet wird — dagegen bedeutend geringer ist als in der 
intermittierend belichteten Serie. Diese Differenzen diirften vornehmlich 
auf die morphologisch und physiologisch verschiedenen Aplanosporen 
zuriickgefithrt werden, die in den beiden Serien gebildet werden. So 


9 
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erhailt man nach den Untersuchungen von Tamrya (Mitteilung) aus reifen 
Zellen (light cells) im Dunkel ,,nascent dark cells‘‘, bei kontinuierlicher 
Belichtung dagegen ,,active dark cells‘‘, da im Licht die Umwandlung 
der ersteren in die letzteren sehr schnell vor sich geht. Diese beiden Zell- 
typen unterscheiden sich aber charakteristisch. So zeigen die Befunde 
von Tamtya an Chlorella ellipsoidea, daB ,,active dark cells‘ einen groéBeren 
Zellumfang, einen héheren Chlorophyllgehalt und ebenfalls eine hohere 
Photosynthese-Rate haben als ,,nascent dark cells‘. Bei Beriicksichti- 
gung dieser Ergebnisse diirfte daher auch der unterschiedliche Verlauf 
der Substanzproduktion in den beiden Serien erklairt sein. Da die 
Volumenvermehrung der Zellen nur im Licht vor sich geht, beobachtet 
man. in diskontinuierlich belichteten Kulturen wiahrend der Dunkel- 
periode — auch bei starker Individuenvermehrung — keine Zunahme_ 
der Masse. Bei kontinuierlich belichteten Kulturen nehmen dagegen die 
Zellen sofort nach dem Freiwerden aus der Mutterzelle an Volumen zu: 
Individuen- und Substanzvermehrung laufen hier parallel. 


Auf Grund dieser Versuchsergebnisse erscheint es aber schwierig — 
zumal Versuche bei Dauerverdunkelung fehlen —, die Ursache fiir die 
beobachteten rhythmischen Schwankungen der Individuenvermehrung- 
zu diskutieren. Prrson u. Dértne (1952) vermuten bei H ydrodictyon” 
eine durch den Licht-Dunkel-Wechsel induzierte strukturelle Anderung 
im Plasma wie auch einen méglichen Zusammenhang der festgestellten 
Wachstumsschwankungen mit periodischen Anderungen der Mitose- 
haufigkeit. Nach BiNNrNG (1952) ist fiir die vom Licht-Dunkel-Wechsel 
gesteuerte Teilungsrhythmik die Gegenwart von Chlorophyll eine Haupt- 
bedingung. Auch die hier gemachten Beobachtungen, vornehmlich die 
gesteigerte Individuenvermehrung der kontinuierlich belichteten Kul- 
turen wahrend der ehemaligen Dunkelperiode, deuten auf eine Beein- 
flussung der mitotischen Aktivitit durch intermittierendes Licht. 


Fiir den synchronen Verlauf der Zellteilungen gibt v. DENFFER (1949) 
eine Erklarung, die auch fiir die hier besprochenen Kulturen zutreffen 
kann: Jede Zelle durchliiuft einen bestimmten Entwicklungszyklus, der 
tiber Aplanospore, junge Zelle bis zur teilungsbereiten Zelle, die wiederum 
Tochterzellen bildet, geht. Der Ablauf dieses Zyklus dauert eine be- 
stimmte Zeit. Ferner ist zur Anlage von Tochterzellen die Bildung neuer 
Zellsubstanz notwendig, die nur wihrend der Lichtperiode vor sich gehen 
kann, falls das Nahrmedium keine organischen, von der Zelle verwert-. 
baren Kohlenstoffverbindungen enthalt. Durch einen optimalen Licht- 
Dunkel-Wechsel erreicht man daher einen gleichzeitigen Ablauf des Ent- 
wicklungszyklus fast aller Zellen!. So zeigt die Abb. 2, daB am Ende 


tv. Dunrrer erhielt ein gleichartiges Zellenmaterial durch mehrtigige Ver- 
dunkelung. 
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der Lichtperiode etwa 90% der Zellen in Teilung sind und daB gegen 
Ende der Dunkelperiode etwa 50—60% der Zellen Aplanosporen und 
der Rest junge Zellen sind. In einer so behandelten Suspension ist also 
das Zellmaterial weitgehend gleichaltrig, d. h. im gleichen Entwicklungs- 
zustand. Beimpft man hiermit frische Nahrmedien und halt die Kul- 
turen im Dauerlicht, so wird — solange Licht im Optimum ist — bei 
einem groBen Teil der Zellen der Entwicklungsgang wiederum gleich- 
zeitig und damit der Rhythmus erkennbar sein. 

Bislang wurde sowohl die Massen- wie auch die Individuenvermehrung 
in Beziehung zur Zeit betrachtet. Dabei zeigte sich, daB die Substanz- 
und auch die Zellvermehrung bei 
kontinuierlicher Belichtung stiarker 
war als bei diskontinuierlicher (die 
gleiche Anzahl von Versuchstagen 
ist natiirlich Voraussetzung). Diese 
Feststellung sagt aber nichts dariiber 
aus, ob die Vermehrung im Dauer- 
licht bezogen auf die Lichtmenge 
ebenfalls giinstiger ist als im Licht- 
Dunkel-Wechsel. Nach SPornR u. 
MitnerR (1949) ist die Vermehrung 
bezogen auf die Lichtmenge bei kon- 
tinuierlichem und _ diskontinuier- 
lichem Licht gleich und nach den 
Daten, die Tamtya (1953) gibt, bei 
diskontinuierlichem Licht bedeutend u 1 P iy Std 
besser. Auch die Ergebnisse, die Belichtungsdauer 
hier erhalten wurden (siehe Abb. 9), — app. 9. Vermehrung der Zellmasse von Chilo- 
zeigen, dal hei gleicher Lichtmenge ie migie Sutuen, angen, uf Be 
die Substanzproduktion von jungen die Beleuchtungsstiirke 2700 Lux. 
Chlorella-Kulturen im Licht-Dunkel oO ee eee toe Betienjung. 
Wechsel giinstiger ist als bei Dauer- 
licht. Offenbar wird im Dauerlicht eine prozentual geringere Energie- 
menge aufgenommen und umgewandelt als bei diskontinuierlicher Be- 
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Zusammenfassung. 

1. Die Individuen- und Zellmassevermehrung eines Stammes von 
Chlorella vulgaris erwies sich bei der Kultur unter diskontinuierlicher 
Belichtung als abhangig vom Licht-Dunkel-Rhythmus. 

2. Kulturen derselben Alge, die mehrere Tage im Licht-Dunkel- 
Wechsel von 14:10 Std kultiviert worden waren, zeigten im Dauer- 


licht ein Beibehalten der Periodizitaét, kenntlich an der rhythmisch 
28* 


422 M.-E. Merrert: Wirkung diskontinuierlicher Belichtung. 


verlaufenden Zu- und Abnahme des mittleren Zellvolumens und der 
Individuenvermehrung. 

3. Im Dauerlicht wird je Zeiteinheit mehr Substanz gebildet als bei 
diskontinuierlicher Belichtung. Bezogen auf die zugefiihrte Lichtmenge 
ist dagegen die Vermehrung der Zellmasse im Licht-Dunkel-Wechsel 
giinstiger. 


Fiir die finanzielle Unterstiitzung dieser Arbeit sind wir dem Herrn Minister 
fiir Wirtschaft und Verkehr des Landes Nordrhein-Westfalen dankbar. 
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Beobachtungen tiber die Bewegungsweise 
von Chytridineenzoosporen*. 


Von 
A. GAERTNER. 


Mit 1 Textabbildung. 
(Hingegangen am 21. Marz 1954.) 


Obwohl der Gestalt und dem Verhalten der einzelligen vegetativen und genera- 
tiven Fortpflanzungszellen der niederen Phycomyceten besondere Bedeutung so- 
wohl in systematischer wie auch in phylogenetischer Hinsicht zukommt, sind wir 
in neuerer Zeit erst durch Coucn (1938), Sparrow (1935) und Weston (1935) 
(zit. nach Coucn 1941) etwas naher unterrichtet. Die genannten Arbeiten wie auch 
das reichlich ver6ffentlichte Material tiber die Bewegung der pflanzlichen Fla- 
gellaten und Algenschwarmer veranlaBten Coucn (1941), alles dariiber bei den Pilzen 
Bekannte zusammenzutragen und durch eingehende eigene Untersuchungen weit- 
gehend zu erganzen. 


Im folgenden seien zu diesem Thema einige Beobachtungen mitgeteilt, die an 
4 Vertretern der Gattung Phlyctochytriwm [Phlyctochytrium n. sp. Sv 43, Phlycto- 
chytrium n. sp. Alg. 5, Phlyctochytrium n. sp. B 45 I (GAERTNER 1954) und Phlycto- 
chytrium n. sp. Reinboldt (REINBOLDT 1951)] sowie an Rhizophidiwm sphaerotheca 
gewonnen wurden, als es gelang, diese Pilze unter AusschluB aller begleitenden 
Organismen zu kultivieren. 

Betrachtet man die Zoosporen der vier genannten Phlyctochytrien in 
dem Fliissigkeitsfilm, der sich auf Agarnihrboden bildet, so zeigt sich, 
daB ein groBer Teil der stark beweglichen, sonst rundlichen Sporen sich 
in die Lange gestreckt hat und sich stark am6éboid mit erheblicher Ge- 
schwindigkeit zwischen den bereits zur Ruhe gekommenen. Sporen und 
den heranwachsenden jungen Pflanzchen bewegt. Dabei ist unverkenn- 
bar, daB die starke Bewegung nicht auf die amédboide Bewegung der 
Zoosporenkorper zuriickzufiihren sein kann, sondern da der gréBte 
Anteil der Bewegung der Geifel als Antriebsorganell der Spore zukommt. 
Verbessert man die Beobachtungsméglichkeit dadurch, daB man von 
der bewachsenen Agaroberflaiche sehr vorsichtig eine auBerst diinne Agar- 
schicht abprapariert und, ohne die Verhaltnisse auf dem Agar zu stéren, 
spannungsfrei auf einen Objekttrager tbertrigt und dann vorsichtig 
mit einem Deckglas bedeckt, so kann man die Bewegungen im Hellfeld 
und im Phasenkontrast gut beobachten. Jedenfalls behalten die Sporen 


* Teilergebnis der Dissertation der mathematisch-naturwissenschaftlichen Fakul- 
tit der Universitat Gottingen ALwirn GAERTNER, ,,Uber das Vorkommen einiger 
niederer Phycomyceten in Bodenproben von Afrika, Deutschland und Schweden*. 
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dann meist ihre Beweglichkeit bei und veraindern auch ihre abnorme 
Form nicht. Die sich bewegenden Zoosporen fiihren dann in den meisten 
Fallen den Insertionspunkt der GeiBel in der Bewegungsrichtung voran, 
wihrend die GeiBel dicht am Insertionspunkt umbiegt und entlang des 
Kérpers der Zoospore nach hinten verlauft (Abb. la, b, e, j). Uber den. 
GeiBelfaden ziechen stindig Wellen verschiedener Amplitude, deren Fre- 
quenz (als Mittelwert stroboskopischer Messung) etwa 10/sec betriigt; sie 
beginnen am Endpunkt der GeiBel und laufen zum Insertionspunkte hin. 
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Abb. 1. Bewegung der Zoosporen von Phlyctochytrium un. sp. Sv 43, gezeichnet mit Phasenkontrast- 
optik. a, 6 GeiBel in der Bewegungsrichtung der Spore vorne inseriert, biegt am K6érper der Spore 
um und bleibt weiterhin in der Bewegungsrichtung nach hinten als SchubgeiBel tiitig. c, d, e Herum- 
werfen der Geifel unter Versteifung. /, g Abrundung des Kérpers unter Lageiinderung des Globuls im 
Innern, Ubergang der Geifel unter Versteifung in Normallage. h, i, j,k, 1 Der Korper ist unter Beibe- 
haltung der Lage der GeiBel herumgeschlagen und hat sich stark gestreckt (j). m,n, o Gleiches Stadium 
wie c—e; n Kurzfristige Anderung der Bewegungsrichtung. p—y Ablauf des gleichen Cyclus wie /—m, 
wobei starke améboide Beweglichkeit (v—y) andauert. 


Sofern die abpriparierte Agarschicht tiberall gleichmaBige Dicke hat 
und dadurch Ober- und Unterfliiche genau parallel verlaufen, sind die 
GeiBeln und ihre Bewegungen im Phasenkontrast sehr deutlich zu be- 
obachten. Hierbei zeigt sich, da die Spore in der Lage ist, die GeiBel 
auch zu versteifen und wie eine Peitsche auf die andere Seite heriiber- 
zulegen (Abb. le, d, e, m,n, 0). Wihrend dieser Zeit kann sich die Be- 
wegungsrichtung der Spore auch fiir einen Augenblick umkehren und 
die Spore sich dabei kurzfristig mit nach hinten gerichteter GeiBel in 
umgekehrter Richtung bewegen (Abb. ln). Dieser Bewegungsmodus tritt 
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besonders augenfillig in Erscheinung, wenn man dem Agar 1% Carrageen 
zusetzt. Die Streckung der Zoosporen kann dann, besonders bei Phlyc- 
tochytrium Sv 43 auf das 4—5fache ihrer Breite erfolgen, wahrend die 
Beweglichkeit der Sporen in diesem ziihen Medium keine EinbuBe erfahrt. 

Diese Fahigkeit der gegeniiber den Rhizophidien stiirker améboiden 
Zoosporen der Phlyctochytrien stellt vielleicht eine Anpassung an hoch- 
viscose Medien dar oder an die Bewegung in diinnen Fliissigkeitsfilmen. 
Bringt man sich normal mit nach hinten gerichteter GeiBel bewegende 
Sporen im Wassertropfen auf einen durch Abbrennen véllig benetzbar 
gemachten Objekttrager und betrachtet die Sporen im Dunkelfeld, ohne 
sie mit einem Deckglas zu bedecken, so bewegen sie sich anfangs ganz 
normal durch das Wasser. Unterschreitet die Dicke des Tropfens nach teil- 
weisem Verdunsten des Wassers einen gewissen Wert, so beginnen die 
Sporen sich zu strecken und schwimmen dann mit vorn inserierter aber wie 
oben nach hinten umgebogener GeiBel, bis dann schlagartig der Tropfen 
verschwindet. Ubertragt man die sich mit vorn inserierter GeiBel bewe- 
genden Zoosporen vom Agar in einen Tropfen frischen Wassers, so runden 
sie sich sofort wieder ab und schwimmen mit nach hinten gerichteter 
Cilie wie die tibrigen Chytridineensporen. Das gleiche kann eintreten, 
wenn man mit der Praparation nicht vorsichtig genug verfahrt. 

Gleiche Wirkung wie der Film auf dem Agar haben reiner Carrageen- . 
schleim und Gummiarabicum (Phlyctochytrium n. sp. Reinboldt ge- 
deiht allerdings auf diesem Medium nicht), wahrend Traganth in seinen 
klar loslichen und filtrierbaren Komponenten offenbar abgebaut wird 
und somit seine Viscositaét einbiuBt. 

Im Gegensatz zu den Phlyctochytrien war Rhizophidium sphaerotheca 
nicht in der Lage, diese Metabolie der Bewegung zu zeigen. Die Sporen 
blieben véllig rund und bewegten sich mit nach hinten gerichteter Schub- 
geiBel durch das Medium und zwar auch dann, wenn man die Viscositat 
durch Carrageen oder Gummi arabicum erhohte. 

Die Bedeutung dieser Beobachtung scheint darin zu liegen, daB sich 
hierin ein charakteristisches Unterscheidungsmerkmal zwischen den 
Phlyctochytrien und der Gattung Rhizophidium aufzeigt, das in Zweifels- 
fallen zur eindeutigen Diagnose dieser beiden gleitend ineinander tber- 
gehenden Gattungen als physiologisches Merkmal herangezogen werden 
kann. Jedoch muB dies noch durch weitere Untersuchungen an einer 
eroBen Zahl von Phlyctochytrien und vor allen Dingen rein kultivierter 
Rhizophidien bestatigt werden. 


Zusammenfassung. 


Die Zoosporen von 4 Vertretern der Gattung Phlyctochytriwm (Phlyc- 
tochytrium n. sp. Sv 43, Phlyctochytrium Nn. sp. Alg. 3, Phlyctochytrium 
B 45 I und Phlyctochytrium n. sp. Reinboldt) sind in der Lage, sich auf 


426 A. Garrrner: Uber die Bewegungsweise von Chytridineenzoosporen. 


Agar und mit Ausnahme von Phlyctochytrium n. sp. Reinboldt, das auf 
diesem Substrat nicht wachst, auch im Carrageen-Schleim und in Gummi. 
arabicum-Lésung mit vorn inserierter Geifbel zu bewegen, wobei dieselbe 
dicht am Kérper der Zoospore umbiegt, nach hinten gerichtet bleibt 
und meist weiterhin als SchubgeiBel fungiert. Dies tritt auch im Wasser- 
tropfen auf, wenn er, nicht vom Deckglas bedeckt, eine sehr diinne 
Schicht auf dem Objekttrager bildet. Die GeiBel kann sich versteifen 
und beliebig herumgeworfen werden. 
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